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„Eure Nahrung ist euer Heilmittel“, besagt eine über 2400 Jahre alte Weisheit, die 
Hippokrates zugesprochen wird. Als griechischer Arzt und Begründer der Schule der 
Hippokraten wurde durch ihn bereits 400 v. Ch. über präventive Maßnahmen nachgedacht. 
Im Mittelalter erklärte der deutsche Arzt Theophrast Bombast von Hohenheim, besser 
bekannt als Paracelsus: „Die Dosis allein macht das Gift“. Er war der Überzeugung, daß 
durch Addition von möglichst vielen Kräutern deren Wirkung noch gesteigert werden 
kann, sprach aber im Zusammenhang mit Gesundheit noch nicht von der Bedeutung der 
Ernährung.  
Bestimmte Wirkstoffe in Heilpflanzen und Nahrungsmitteln haben seit Jahrhunderten ihren 
festen Platz in der Heilkunde. Heute werden sie unter dem Begriff sekundäre 
Pflanzenstoffe zusammengefaßt, insgesamt sind es über 100.000 Substanzen. Einige 
Tausend davon kommen in der Nahrung vor. Kräuter enthalten sie oftmals in besonders 
hoher Konzentration, daher auch ihre Bedeutung in der Pharmazie.  
Sekundäre Pflanzenstoffe entstehen erst im Sekundärstoffwechsel der Pflanze und auch nur 
in geringen Mengen. Sie erfüllen struktur-, aroma- und farbbildende Funktionen. Jede 
Pflanze produziert ein für sie charakteristisches Muster an sekundären Pflanzenstoffen. Da 
die Pflanzen im Gegensatz zum tierischen Organismus kein Ausscheidungssystem 
besitzen, werden Zwischen- und Endprodukte des Stoffwechsels in Vesikeln oder 
Vakuolen eingelagert und stehen im Bedarfsfall zur Verfügung. Auch viele 
Pflanzenphenole werden so gespeichert. Einige sekundäre Pflanzenstoffe kann man 
wahrnehmen, z. B. das Violett der Aubergine, das Rot der Tomate, das Orange der Karotte. 
Manch andere kann man riechen, wie z. B. den Duft von Zitrone, Pfefferminze oder 
Knoblauch. Und viele kann man schmecken, insbesondere bei intensiven Gewürzen wie 
Kümmel, Paprika oder Chili. 
Seit Generationen werden sekundäre Pflanzenstoffe bewußt genutzt. Heute sind  von vielen 
sekundären Pflanzenstoffen entzündungshemmende, antimikrobielle, verdauungs-
fördernde, Blutdruck- und Cholesterin-senkende, antioxidative, krebsprotektive und 
immunstimulierende Wirkungen bekannt (ANTONY et al. 1999, BASILE et al. 1999, BEATTY 
et al. 2000, KELLOFF et al. 2000, MOLINE et al. 2000, OWEN et al. 2000, PUUPPONEN-
PIMIAE et al. 2001, RIEMERSMA et al. 2001, SANTOS et al. 1999). 
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1.1. Pflanzen-Phenole  
 
1.1.1. Pflanzen-Phenole  und ihre Wirkungen auf den Organismus 
 
Phenolische Pflanzeninhaltsstoffe sind weit verbreitet und übertreffen in Menge und 
Vielfalt alle anderen sekundären Pflanzenstoffe. Eine einzige Pflanzenart kann bis zu 30 
verschiedene phenolische Inhaltsstoffe aufweisen. Sie befinden sich in den Randschichten 
von Gemüse, Obst und Vollkorngetreide, z. B. in Äpfeln, Kirschen, Zitrusfrüchten, 
Erdbeeren, Himbeeren, Weintrauben, Grünkohl, grünen Bohnen, Brokkoli, Kopfsalat,  
Feldsalat und Endivien. Die Konzentrationen innerhalb der Arten sind unterschiedlich 
(DING et al. 2001, KARAKAYA et al. 2001, MIEAN und MOHAMED 2001, TÖRRÖNEN et al. 
2000). Pflanzen aus dem Freilandanbau weisen einen höheren Gehalt auf als Pflanzen aus 
dem Gewächshaus. Viele Gewürze verdanken ihre geschmacklichen Eigenschaften den 
Polyphenolen, z. B. das Curcumin der Kurkuma im Curry oder das Capsaicin im Chili. 
Aber auch in Tee (WEISBURGER 1996), insbesondere im grünen Tee (SCHLESIER et al. 
1999), in Wein (GERMAN und WALZEM 2000, DE LORIMIER 2000), Kaffee (LAKENBRINK et 
al. 2000), Kakao und in Nüssen sind Pflanzen-Phenole zu finden (DUTHIE und CROZIER 
2000). 
Nach den Veröffentlichungen zum „Französischen Paradoxon“ stieg das Interesse an den 
Untersuchungen zu phenolischen Pflanzenstoffen. In Frankreich liegt die Mortalitätsrate 
von Herz-Kreislauf-Erkrankungen deutlich unterhalb derer von Deutschland, 
Großbritannien und den USA. Vergleichbar hoch liegen in allen Ländern die Serum-
Cholesterin-Werte und die Aufnahmemengen an gesättigten Fettsäuren. Erklärt wird dieses 
Paradoxon mit dem Rotweinkonsum und der mediterranen Ernährungsweise in Frankreich, 
die verbunden ist mit einem höheren Verzehr an Gemüse (incl. Olivenöl) und Obst (FITO et 
al. 2000, FRANKEL et al. 1993, RENAUD und DE LORGERIL 1992, WOLLIN und JONES 2001). 
Ähnliche Ergebnisse erbrachte die in Holland durchgeführte Zutphen-Studie. Es konnte 
eine positive Relation zwischen einer erhöhten Aufnahmemenge von Pflanzenphenolen 
und der dadurch verminderten Mortalität bei koronaren Herzerkrankungen nachgewiesen 
werden (HERTOG et al. 1993). 
Die antioxidative Aktivität vieler Pflanzen-Phenole ist höher als die der antioxidativ 
wirkenden Vitamine E und C (LEE et al. 1998, PAGANGA et al. 1999, RICE-EVANS et al. 
1997). Sie inhibieren die Autooxidation ungesättigter Lipide und verhindern so die Bildung 
von oxidierten Lipoproteinen (BÖHM et al. 1999, BORS et al. 1996, MORTON et al. 2000,  
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ZIELISKI und KOZOWSKA 2000). Gegenüber Tumorerkrankungen haben Polyphenole 
ebenfalls schützende Eigenschaften (ARBISER et al. 1998, BRADLOW et al. 1999, SURH 
1999, WENZEL 1998, YIN et al. 1999). Auch hier zeigte der Verzehr von Obst und Gemüse 
stärkere Einflüsse als die Zufuhr von β-Karotin und der Vitamine E und C als 
Medikamente. Phenolcarbonsäuren und Flavonoide blockieren die Tumorinduktion. Sie 
hemmen darüber hinaus das Wachstum neoplastischer Zellen (BLOCK et al. 1992). Das 
National Cancer Institute in den USA und die Deutsche Gesellschaft für Ernährung e. V. 
(DGE) empfehlen, wegen der positiven Effekte der sekundären Pflanzenstoffe mindestens 
fünf Portionen Obst und Gemüse täglich aufzunehmen (BITSCH 1996, KLOOS 1999). Eine 
Aussage über definierte Zufuhrmengen pro Tag läßt sich allerdings nicht machen 
(ANDLAUER und FÜRST 1998, CROFT 1998, SCALBERT und WILLIAMSON 2000). 
In der Tabelle 1 wird die antioxidative Aktivität einiger phenolischer Pflanzenstoffe im 
Vergleich zu den Vitaminen C und E dargestellt.  
 
Tabelle 1: Relative antioxidative Aktivität von Flavonoiden und Vitaminen sowie  
                 zugehörige Lebensmittel (modifiziert nach BÖHM et al. 1999 und RICE-EVANS et  
                 al. 1997); *gemessen als TAEC-Wert (trolox equivalent antioxidant capacity); dies 
                    entspricht der Konzentration an Trolox (mmol/l), die die gleiche antioxidative Aktivität aufweist  
                    wie eine 1 mmolare Lösung der untersuchten Substanz. 
Antioxidative Verbindung Vorkommen Antioxidative 
Aktivität [mmol/l]* 
Vitamin C Obst, Gemüse 1,0 ± 0,02 Vitamine 
Vitamin E Getreide, Nüsse, Öle 1,0 ± 0,03 
Oenin Rote Trauben 1,8 ± 0,02 Flavonoide/Anthro- 
cyanidine Cyanidin Trauben, Himbeeren, 
Erdbeeren 
4,4 ± 0,12 
Quercetin Äpfel, Beeren,  
Rote Trauben 
4,7 ± 0,10 Flavon-3-ole 
Kaempferol Grapefruit 1,3 ± 0,08 
Rutin Äpfel, Beeren,  
Rote Trauben 
2,4 ± 0,12 
Chrysin verschiedene 
Fruchtschalen 
1,4 ± 0,07 
Flavone 
Apigenin Sellerie, Petersilie 1,5 ± 0,08 
Flavan-3-ole (Epi)catechin Rote Trauben 2,4 ± 0,02 
Flavanone Naringenin Citrusfrüchte 1,5 ± 0,05 
Kaffeesäure Weiße Trauben 1,3 ± 0,01 
Chlorogensäure Äpfel, Birnen, 
Kirschen, Pfirsiche 
1,3 ± 0,02 
Hydroxyzimtsäuren 
Ferulasäure Weiße Trauben 2,2 ± 0,06 
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1.1.2. Aufbau und chemische Struktur der Flavonoide 
 
Um die Vielzahl an Substanzen unterschiedlicher Pflanzen-Phenole zu differenzieren, 
wurden sie in zwei Gruppen aufgeteilt: Phenolcarbonsäuren und Flavonoide (RHODES und 
PRICE 1997, WILLIAMSON et al. 2000). Die Phenolcarbonsäuren wiederum werden 
unterteilt in Hydroxybenzoesäure- und Hydroxyzimtsäurederivate. Zu den 
Hydroxybenzoesäure-Derivaten in Früchten gehören u. a. die Gallussäure und die 
Vanillinsäure. Zu den Hydroxyzimtsäureabkömmlingen zählen Kaffeesäure, Ferulasäure 
und Chlorogensäure. Flavonoide sind als Biosyntheseprodukte der Hydroxyzimtsäuren 
anzusehen (Bioflavonoide) und kommen meist gemeinsam mit ihnen vor. Bioflavonoide 
sind die Hauptbestandteile roter, blauer und gelber Pigmente. In den äußeren Schichten 
und Schalen ist ihr Anteil besonders groß (BITSCH 1996). Alle Flavonoide weisen in ihrer 
Grundstruktur zwei aromatische und einen O-heterozyklischen Ring auf. Durch 
Modifizierungen an diesem Grundgerüst können über 4000 in der Natur vorkommende 
Flavonoide bestimmt werden. Außerdem können die Hydroxylgruppen zusätzlich noch mit 
einem Zuckerrest verbunden sein. Die wichtigsten Untergruppen sind die farblosen 
Catechine, die rot bis blau gefärbten Anthrocyanidine, die hellgelben Flavonole und 
Flavone sowie die farblosen Proanthrocyanidine (HERRMANN 1994, RHODES 1996). 
Bekannte Vertreter sind beispielsweise Quercetin und Kaempferol (Flavonole) und 
Apigenin (Flavone). Flavonoide sind sowohl Hydroxylradikalfänger als auch 
Reaktionspartner für Peroxyradikale. Neben diesen Eigenschaften können auch direkte 
Hemmwirkungen auf einzelne Enzyme ausgeübt werden (BORS et al. 1996, BREINHOLT et 
al. 1999, HOLLMAN und KATAN 1999).   
Flavonoide stellen die größte Gruppe der Pflanzenphenole dar. Sie leiten sich vom Flavan 
(2-Phenyl-benzodihydropyran) ab. Die Grundstruktur besteht aus zwei Benzolringen, die 
über eine heterozyklische Verbindung von drei Kohlenstoffatomen und Sauerstoff 
aneinander gebunden sind. Die insgesamt drei Ringe werden mit den Großbuchstaben A, B 
und C gekennzeichnet. Die einzelnen Kohlenstoffatome und auch das Heteroatom im C-
Ring sind fortlaufend nummeriert (Abb. 1).  
Unter den Flavonoiden sind die Flavonole, die Flavone, die Catechine sowie deren 
Glykosidverbindungen am weitesten verbreitet. Einige Besonderheiten der verschiedenen 






Abb. 1: Grundstruktur und Nomenklatur der Flavonoide (nach BRAVO 1998) 
 
Abb. 2: Strukturformeln von einigen der wichtigsten Gruppen der Flavonoide: Flavonole,   





1.2. Das Cytochrom P450 System  
 
1.2.1.  Die Bedeutung der Biotransformation für den Organismus 
 
Gemeinsam mit den lebensnotwendigen Nährstoffen, wie Kohlenhydraten, Eiweißen und 
Fetten werden täglich auch für den Organismus nicht zu verwertende Stoffe aufgenommen. 
Diese aufgenommenen Fremdstoffe (Xenobiotika) müssen ständig eliminiert werden, um 
eine Anreicherung dieser Stoffe und damit verbunden eine Schädigung des Organismus zu 
verhindern. Der lebende Organismus ist einer großen Vielfalt von verschiedenen 
Substanzen ausgesetzt. Einige davon sind essentiell zur Erhaltung des Lebens bzw. haben 
medizinischen Wert, während jedoch die meisten ohne funktionelle Bedeutung für den 
jeweiligen Organismus sind. Der Begriff Xenobiotika ist auch von der betrachteten Spezies 
abhängig, d. h. eine Substanz, die für eine Art fremd ist, kann für die andere ein normales 
Stoffwechselprodukt darstellen. 
Ein entscheidender Faktor für die Eliminierbarkeit einer Substanz ist deren 
Wasserlöslichkeit (Hydrophilie). Lipophile Stoffe können sich auf Grund ihrer geringen 
renalen Ausscheidung im Organismus anreichern. Voraussetzung für deren Ausscheidung 
ist in fast allen Fällen eine vorherige enzymatische Umwandlung. Die Biotransformation 
vollzieht sich dabei zumeist in zwei Schritten, wobei die Umwandlung von lipophilen 
Ausgangsverbindungen in hydrophilere Reaktionsprodukte erfolgt. Dies ermöglicht erst 
die Elimination der Metaboliten aus dem Körper. Bei Säugetieren sind die 
Haupteliminationswege für Abfallprodukte und Fremdstoffe die Ausscheidung mit dem 
Urin bzw. der Galle (ÅSTRÖM und DE PIERRE 1986, FICHTL et al. 1992). 
Das wichtigste Organ, in dem die Biotransformation beim Menschen stattfindet, ist die 
Leber. Die für die Biotransformation verantwortlichen Enzyme sind in den Membranen des 
endoplasmatischen Retikulums und teilweise auch in den Mitochondrien verankert. 
Bruchstücke des endoplasmatischen Retikulums, die durch fraktionierte Zentrifugation von 
Leberzellhomogaten hergestellt werden können, bezeichnet man als Mikrosomen.  
Im ersten Schritt der Biotransformation, den sog. Phase-I-Reaktionen wird durch eine 
oxidative Veränderung der Ausgangssubstanz deren Lipophilie verringert. Bei den Phase-
II-Reaktionen werden die zu metabolisierenden Substrate mit körpereigenen 
Stoffwechselprodukten gekoppelt. Die Phase-II-Metabolite sind in der Regel stark 
hydrophil und werden somit leicht mit dem Harn oder der Galle ausgeschieden 
(FUHRMANN 1994, KLINGER 1982, KLINGER 1996, PFEIFER et al. 1995). Ca. 95% der 
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entstandenen Produkte sind biologisch inaktiv. In rund 5% kommt es aber auch zur 
Bildung toxischer Metabolite (MÜLLER 1990). 
Die Entdeckung des mikrosomalen Monooxygenase-Systems mit Cytochrom P450 (Cyt 
P450) gehörte zu den bedeutendsten Leistungen der Grundlagenforschung im vergangenen 
Jahrhundert (PFEIFER et al. 1995). Im Jahre 1958 wurde erstmals über eine mikrosomale 
Verbindung in der Leber, welche nach Reduktion durch NADPH und Zugabe von 
Kohlenmonoxid bei einer Wellenlänge von 450 nm ein Absorptionsmaximum aufweist, 
berichtet (GARFINKLE 1958, KLINGENBERG 1958). 1961 wurde dieses Pigment als P450-
Hämoprotein beschrieben und in den Folgejahren charakterisiert (COOPER et al. 1965, LU 
und COON 1968, OMURA und  SATO 1961, 1964-a, b). Bereits 1959 wurde entdeckt, daß die 
Behandlung von Ratten mit Benzpyren Einfluß auf den mikrosomalen Metabolismus 
verschiedener Substanzen hat, wobei in Abhängigkeit von der Substanz induzierende oder 
hemmende Effekte gefunden werden konnten. Diese Entdeckung führte zu der Vermutung, 
daß eine Reihe von Enzymen existiert, welche ähnliche Reaktionen katalysieren (CONNEY 
et al. 1959). 1982 wurden dann die ersten cDNA-Sequenzen eines Cyt P450 beschrieben 
(FUJII-KURIYAMA et al. 1982). Bis Anfang der achtziger Jahre konnte Cyt P450 in nahezu 
allen Geweben nachgewiesen werden, wobei die höchste Konzentration in der Leber 
gemessen wurde. Im gleichen Zeitraum erfolgte die Aufklärung der ersten 
membranständigen Cyt P450-Aminosäuresequenz (HANIU et al. 1982, HEINEMANN und  
OZOLS 1983). 1985 konnte erstmals die Raumstruktur eines mikrobiellen Cyt P450 
dargestellt werden (POULUS et al. 1985). 
Durch das Cyt P450-System wird ein unermeßliches Spektrum strukturell verschiedener 
Substrate oxidativ metabolisiert und eliminiert. So stellt es einerseits den Hauptweg für die 
Umwandlung körperfremder lipophiler Substanzen in wasserlösliche Produkte dar, 
wodurch deren Elimination aus dem Körper erleichtert wird. Ohne diesen Mechanismus 
würde eine Reihe von Xenobiotika im Organismus akkumulieren. Desweiteren kann, wie 
bereits erwähnt, dieses Enzymsystem aber auch Fremdstoffe in stärker toxische Substanzen 
umwandeln. Nicht zuletzt wird eine Vielzahl von körpereigenen Substanzen, zum Beispiel 
Steroide, Fettsäuren, Vitamine, Gallensäuren, Thromboxane und Prostglandine, 






1.2.2. Der Reaktionszyklus des Cytochrom P450 Systems  
 
Trotz der unterschiedlichen Funktionen ist der Wirkmechanismus aller Enzyme der Cyt 
P450-Familie gleich. Sie sind imstande, molekularen Sauerstoff zu binden, auf reduktivem 
Wege zu spalten, ein Atom Sauerstoff auf das Substrat zu übertragen und das zweite in 
Form von Wasser freizusetzen (Abb. 3). 
- -
 
Abb. 3: Schema der P450-abhängigen Monooxygenasereaktion  
             RH = Substrat, Fe = Hämeisen, Por = Porphyrin; die kursiv gesetzten Intermediate  
             wurden noch nicht identifiziert (nach IMAI et al. 1989, modifiziert nach  GIBSON  
             und  SKETT 1996, GUENGERICH 1993, RUCKPAUL 1993) 
 
Die Monooxygenierung eines Substrates durch das Cyt P450 verläuft also in insgesamt 
fünf aufeinanderfolgenden Reaktionsschritten, wobei zweimal je ein Elektron 
aufgenommen wird. Der Reaktionszyklus, wie in Abbildung 3 dargestellt, soll kurz 
beschrieben werden (GIBSON und  SKETT 1996, LEWIS 1996):  
Als erster Reaktionsschritt erfolgt die Substratbindung an das dreiwertige Eisen im Häm-
Anteil des Cyt P450. Dadurch wird das magnetische Gleichgewicht des Cyt P450 vom 
„Low-Spin “ in den „High-Spin“- Zustand geändert. Durch die Bindung des Substrates tritt 
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die typische spektrale Änderung im Differenzspektrum auf. Das geänderte magnetische 
Gleichgewicht des Cyt P450 hat auch ein verändertes Redoxpotential zur Folge, welches 
jetzt positiv ist. Da Elektronen immer vom negativen zum positiven Pol fließen, wird die 
Aufnahme des ersten Elektrons durch das entstandene positive Redoxpotential des Cyt 
P450 günstig beeinflußt. 
Dieses erste Elektron stammt vom NADPH und wird durch die NADPH-Cytochrom P450-
Reduktase auf das Eisen der Häm-Gruppe im Cyt P450 übertragen. Das Eisen wird 
dadurch zweiwertig und ist nun in der Lage, molekularen Sauerstoff aufzunehmen. Damit 
ist der zweite Reaktionsschritt vollzogen.  
Beim dritten Reaktionsschritt lagert sich nun der molekulare Sauerstoff an das zweiwertige 
Eisen des Hämkomplexes an. Dabei bildet sich ein oxygenierter Cytochrom-Substrat-
Komplex aus. Nach der erfolgten Sauerstoffbindung kann eine intramolekulare 
Elektonenumlagerung vom Eisen auf den Sauerstoff erfolgen. Damit entsteht ein 
dreiwertiger Eisenkomplex mit einem Superoxidanion (O2•- = aktive Form des 
Sauerstoffs). An dieser Stelle des Reaktionszyklus ist eine Entkopplung durch nicht 
aktivierbare Substanzen möglich. Dadurch würden reaktive Sauerstoffspezies und andere 
Radikale freigesetzt, die dann eine Gewebsschädigung zur Folge hätten. 
Nach der Aufnahme des molekularen Sauerstoffs erfolgt als vierter Reaktionsschritt die 
zweite Elektronenübertragung (zweite Reduktion) auf den oxygenierten Cytochrom-
Substrat-Komplex. Auch hier kommt das Elektron vom NADPH. Durch die Aufnahme von 
zwei Protonen, welche ebenfalls aus dem NADPH stammen, entsteht ein Wassermolekül 
und gleichzeitig oxigenoider Sauerstoff. Auch diese zweite Reduktion führt zur Bildung 
von aktiviertem Sauerstoff, so daß  durch das Hinzukommen der zwei Protonen aus dem 
NADPH  auch stets eine H2O2-Bildung erfolgen kann. 
Im letzten Schritt des Reaktionszyklus wird das aktivierte Sauerstoffatom auf das Substrat 
übertragen. Das hydroxylierte Substrat (= Reaktionsprodukt)  wird freigesetzt und das Cyt 
P450 steht für einen neuen Reaktionszyklus zur Verfügung. 
Durch die während des Zyklus ausgeführte doppelte Funktion, die Oxidation des 
Substrates und die Reduktion des Sauerstoffs, werden die Enzyme des Cyt P450 häufig 
auch als mischfunktionelle Oxygenasen (Oxidasen) bezeichnet (FICHTL et al. 1992, 
FUHRMANN 1994, GUENGERICH 1993, PFEIFER et al. 1995, RUCKPAUL 1993). 
Zusammenfassend läßt sich folgende Reaktionsgleichung aufstellen: 
 RH  +  O2  +  NADPH  +  H+   →  ROH  +  NADP+  +  H2O 
            RH: Substrat; ROH: hydroxyliertes Substrat = Reaktionsprodukt  
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Die Cyt P450-Enzyme sowie die NADPH-Cytochrom P450-Reduktase in Säugetieren sind 
ausnahmslos membranständig (RUCKPAUL 1993). Alle Cyt P450-Enzyme enthalten am N-
Terminus eine nicht abspaltbare, hydrophobe Sequenz, mit der sie in der Membran 
verankert sind. Der restliche Anteil der Cyt P450-Enzyme ist in Richtung des Zytoplasmas 
im endoplasmatischen Retikulum exponiert. Der Bereich, an dem die Häm-Gruppe über 
Cystein gebunden ist, ist dabei hochkonserviert. Die Enzyme stehen in der Membran in 
Kontakt mit der NADPH-Cytochrom P450-Reduktase. In diesen Strukturen erfolgt die 
Umsetzung der hydrophoben Substrate. Für die Katalysierung der Oxidation des NADPH 
und die anschließende Übertragung der Reduktionsäquivalente auf das Cytochrom wird 
das Flavinenzym NADPH-Cytochrom P450-Reduktase benötigt (ELSTNER 1990, FICHTL et 
al. 1992). Es wird vermutet, daß mehrere Cyt P450-Moleküle ringartig um die Reduktase 
angeordnet sind und daß das Reduktase-System die Cyt P450-Moleküle aktivieren, d. h. 
reduzieren kann (ELSTNER 1990). 
Bei der Aufnahme von Fremdstoffen, beispielsweise von Arzneimitteln, kann es zu einer 
Aktivitätserhöhung bzw. -minderung des Cyt P450-Systems kommen. Dabei kann die 
Aktivitätsminderung durch eine irreversible oder reversible Hemmung ausgelöst werden, 
wobei hauptsächlich letztere für therapeutische Zwecke heute schon eingesetzt wird (z. B. 
Antimykotika, Antihypertensiva, Kanzerostatika) (RUCKPAUL 1993). Desgleichen kann 
durch Aufnahme verschiedener antioxidativ wirksamer Substanzen ein protektiver Schutz 
erreicht werden. 
Ende der achtziger Jahre wurde eine Neugliederung des Cyt P-450 Systems vorgenommen 
(NEBERT und GONZALEZ 1987). Dabei wurden die Enzyme entsprechend der 
Übereinstimmung der einzelnen Aminosäuresequenzen aufgegliedert. Die Einteilung 
erfolgte anhand des Homologiegrades in verschiedene Familien (1, 2, ...). Die Familien 
wiederum unterteilen sich in Subfamilien (A, B, ...), in die dann die einzelnen Enzyme 
eingeordnet wurden. 1996 wurden schon über 300 Formen beschrieben. Für Säugetiere 
sind danach 12 Genfamilien mit 22 Subfamilien bekannt. Beim Menschen wurden bisher 
32 verschiedene Cyt P450-Formen nachgewiesen, von denen bereits 17 den 
entsprechenden Chromosomen zugeordnet werden konnten (LEWIS 1996, NELSON et al. 
1993). So wird im Internet eine Datei ständig aktualisiert, in der die verschiedenen bereits 
beschriebenen Cyt P450-Formen entsprechend der NELSON-Systematisierung aufgeführt 
sind. 69 verschiedene Genfamilien der unterschiedlichen Spezies (Tiere, Pflanzen, Pilze, 
Bakterien) werden dort beschrieben.  
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Auch verschiedene humane Cyt P450-Enzyme sind in dieser Datei aufgeführt 
(DEGTYARENKO 2000, http://www.icgeb.trieste.it/~p450srv/P450Nom_Full.html).  
In der Tabelle 2 sind die wichtigsten Vertreter der Cyt P450-Enzyme mit ihrer 
Induzierbarkeit und einer Auswahl an typischen Substraten im Überblick dargestellt. 
Zudem wird die Homologie zwischen orthologen Proteinen von Ratte und Mensch 
aufgezeigt. 
 
Tabelle 2: Überblick über die am Fremdstoffwechsel beteiligten Cyt P450-Arten. 
                  Zu  den nicht ausgefüllten Zeilen wurden von den Autoren keine Angaben 












1A1 diverse ja aromat. Kohlen-
wasserstoffe 
1A1 78 
1A2 Leber möglich Coffein 1A2 70 
2A6 Leber möglich Coumarin 2A3 85 
2B6 Leber möglich  2B1 74 
2B7 Lunge   2B1 76 
2C9 Leber, Darm  Tolbutamid 2C11 77 
2E1 Leber, Darm, 
Leukozyten 
ja Ethanol 2E1 78 
3A3 Leber ja Cyclosporin 3A1 78 
3A4 Leber,Gastro-
intestinaltrakt 
ja Nifedipin 3A1 73 
3A5 Leber  Cyclosporin 3A2 71 
3A7 fetale Leber  Testosteron 3A2 65 
4B1 Lunge   4B1 80 
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1.3. Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) 
 
1.3.1. Die Bildung von ROS durch Cytochrom P450 
 
Cytochrom P450 kann insgesamt drei Arten von Reaktionen katalysieren (Abb. 4): 
a) Monooxygenase-Reaktionen,  bei denen ein Substrat mit Hilfe molekularen    
    Sauerstoffes hydroxyliert wird (s. dazu auch Abb. 3), 
b) Oxidase-Reaktionen, bei denen mit Hilfe molekularen Sauerstoffes Superoxidanionen- 
    Radikale bzw. Wasserstoffperoxid produziert werden, und 
c) Peroxidase-Reaktionen, bei denen die Hydroxylierung des Produktes mit Hilfe von  
    Peroxiden, einschließlich Wasserstoffperoxid erfolgt (ELSTNER 1990, KLINGER et al.  




Abb. 4: Schematischer Vergleich der drei Funktionen des Cytochrom P450-Systems (siehe  
             Text).  R, X = Substrat der Teilreaktion (ELSTNER 1990, modifiziert) 
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1.3.2. Die Rolle reaktiver Sauerstoffspezies bei der Entstehung von Krankheiten 
 
Die reaktiven Sauerstoffspezies sind als potentiell zellschädigend anzusehen. Sie können  
mit allen für die lebende Zelle essentiellen Molekülen reagieren, was u. U. zum Zelltod 
führt. Radikale können mit den biologischen Systemen reagieren, indem sie 
Membranschädigungen (z. B. Lipidperoxidation / Lipidspaltung) hervorrufen oder indem 
sie Proteine angreifen und damit deren Enzymfunktionen blockieren (CHEESEMAN und 
SLATER 1993, KEHRER 1993). Beispielsweise kann auch das DNS-Molekül ein Ziel freier 
Radikale sein, was dann möglicherweise Mutagenität und Karzinogenität zur Folge hat 
(DARGEL 1992). Neben den Prozessen im Cytochrom P450-System werden bei einer Reihe 
weiterer physiologischer Abläufe Sauerstoffradikale und andere reaktive Sauerstoffspezies 
gebildet, wobei deren Bildung durch antioxidative Schutzmechanismen reduziert wird. 
Jedoch kann unter bestimmten Bedingungen die Bildungsrate reaktiver Sauerstoffspezies 
die Kapazität der antioxidativen Systeme übersteigen, so daß zelluläre Bestandteile 
oxidativ zerstört werden (HALLIWELL und GUTTERIDGE 1984, KRETZSCHMAR et al. 1989, 
YOUNES 1994). Es tritt der sog. „oxidative Streß“ auf. Radikalen wird, abgesehen von 
physiologischen Prozessen wie z. B. dem Alterungsvorgang (HARMAN 1988), auch 
zunehmend eine Rolle bei der Pathogenese einiger Erkrankungen, zugeschrieben 
(NEWMARK 1996, PALADINI et al. 1999). So findet das intrazelluläre Auftreten 
zytotoxischer reaktiver Sauerstoffspezies zunehmend Beachtung als pathogenetischer 
Faktor bei der Arteriosklerose, der Glomerulonephritis, der multiplen Sklerose, der 
Rheumatoidarthritis, dem Morbus Parkinson (HALLIWELL und GUTTERIDGE 1990), dem 
Morbus Alzheimer (GASSEN und YOUDIM 1999, VOLICER und CRINO 1990), dem Diabetes 
mellitus (MAXWELL 1995, OBERLEY 1988) oder auch bei der Karzinogenese (BLOCK et al. 
1992, O`BRIEN 1982). In den vergangenen Jahren wurden verstärkt Anstrengungen 
unternommen, um mit Hilfe verschiedener Wirkstoffe mit Radikalscavengerfunktionen 
diese Krankheiten zu therapieren. Neben den am Institut für Pharmakologie und 
Toxikologie der Friedrich-Schiller-Universität Jena durchgeführten Untersuchungen mit 
Kalziumantagonisten (LUPP et al. 1995) und mit NMDA-Rezeptorantagonisten (LUPP et al. 
1996) wurden auch  α-Tocopherol und Trolox auf ihre potentielle antioxidative Wirkung  





1.3.3. Schutzmechanismen zur Inaktivierung freier Radikale 
 
In Zellen befinden sich eine Reihe von enzymatischen und nichtenzymatischen 
Schutzsystemen gegenüber radikalischen Schäden, die freie Radikale und nicht-
radikalische reaktive Stoffwechselprodukte direkt abfangen und inaktivieren, oxidative 
Prozesse unterbinden oder aber bereits eingetretene Schäden reparieren können. Neben 
enzymatischen Mechanismen (Glutathion-System, Superoxiddismutase und Katalase) gibt 
es eine große Anzahl von antioxidativ wirkenden Substanzen. Diese antioxidativ 
wirkenden Substanzen sind in der Lage, entstandene Radikale abzufangen und zu 
neutralisieren. Sie besitzen damit sog. Scavenger-Eigenschaften. Sowohl Harnsäure als 
auch Vitamin A und Vitamin E gelten als Scavenger für Singulett-Sauerstoff bzw. Alkoxy-
Radikale (LANDVIK et al. 1996, SWANSON und PARKER 1996). Auch für Vitamin C sind 
solche Scavengereigenschaften bekannt (BUETTNER und JURKIEWICZ 1996, SIES 1997).  
 
Vitamin C ist eine der bekanntesten Verbindungen, die über gute Radikalfänger-
Eigenschaften verfügt. Seine Hauptwirkung besteht im Inaktivieren freier Radikale oder 
bereits oxidierter Metaboliten. In diesen Funktionen nimmt die Vitamin C eine zentrale 
Stellung ein. Sein Wirkungsspektrum liegt im plasmatischen Raum, wo die Ascorbinsäure 
in drei Redoxstufen vorliegen kann. Auch als Quencher für Singulett-Sauerstoff erwies 
sich Ascorbinsäure als hervorragend geeignet (ELSTNER 1990, BROWN und  JONES 1996).  
 
Karotinoide existieren in der Natur in verschiedenen Konfigurationen, z. B. α-γ-Karotin 
oder auch Lycopin. So gilt beispielsweise Lycopin als besserer Scavenger für Singulett-
Sauerstoff  als β-Karotin. Generell gelten die Karotinoide als Substanzen mit guten 
Radikalfängereigenschaften für Peroxyl-, Alkoxyl- und Hydroxylradikale (BUB 1998, 
HANDELMAN 1996, LIVREA et al. 1996, STAHL 1998).   
 
Vitamin E, als Oberbegriff für vier Einzelsubstanzen, den α-δ-Tocopherolen, ist ein 
Vertreter der bereits bekannten natürlichen Antioxidantien. α-Tocopherol gilt als die 
potenteste Verbindung, da es beidseits der Hydroxylgruppe methyliert ist. Bei dem 
Analogon Trolox bleibt über die Hydroxylgruppe die antioxidative Wirkung erhalten, 
wobei der ursprünglich lange Kettenrest der Tocopherole durch eine Carboxylgruppe  
ersetzt wurde (BORS 1987). α-Tocopherol entfaltet seine Wirkung im wesentlichen im 
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lipophilen Membranbereich. Es durchläuft dabei drei Redoxstufen, die bei der Interaktion 
mit Lipidhydroperoxy- und Alkoxyradikalen auftreten können. Unter der Einwirkung von 
Ascorbinsäure regenerieren sich die Vitamin E-Radikale und stehen für weitere 
Reaktionszyklen zur Verfügung. Außerdem sind Tocopherole bekannte Reaktionspartner 
für Singulett-Sauerstoff unter Bildung von Hydroperoxid (ELSTNER 1990,  PACKER 1992).   
 
Harnsäure gilt als effektives Antioxidans und als ein sehr guter Quencher von Singulett-
Sauerstoff. Ebenso wie DNS und Proteine werden auch ungesättigte Fettsäuren gegen den 
Angriff von OH•-Radikalen geschützt. Neben der Inhibition der Lipidperoxidation ist die 
Harnsäure auch Scavenger für Singulett-Sauerstoff (ELSTNER 1990, HALLIWELL 1996-b).  
 
Für viele sekundäre Pflanzenstoffe (s. Abschnitt 1.2.) wurden ebensolche Radikalfänger-
eigenschaften nachgewiesen (ARORA  et al. 1998, BITSCH et al. 1998, BÖHM et al. 1999, 
BORS et al. 1996, DGE specials [2/95, 1/97, 5/00,3/01], HALLIWELL 1994, MELVILLE 1994, 
MIURA et al. 1998). 
 
1.4. Zielstellung der Arbeit 
 
Da für alle Oxidationen im Rahmen der Biotransformation Sauerstoff aktiviert werden 
muß, können auch Sauerstoffradikal-Anionen ohne biologische Funktion anfallen. Dies ist 
ein potentiell zellschädigendes Phänomen und stellt eine Belastung der Zellen dar. 
Ausgehend von den bereits nachgewiesenen Radikalfänger-Eigenschaften der Harnsäure 
sowie der Vitamine A, C und E sollte in der vorliegenden Arbeit untersucht werden, ob 
auch Pflanzen-Phenole antioxidative / prooxidative Eigenschaften aufweisen, d. h. ob sie 
als sogenannte Scavenger bzw. Radikalfänger wirken und somit die Radikalbildung 
vermindern oder aber bereits gebildete Radikale neutralisieren können. Dabei sollten die 
Scavengereffekte mittels verschiedener Methoden verglichen werden, um die quantitativen 
Unterschiede bei den einzelnen Modellversuchen aufzuzeigen.  
Zusammengefaßt lauteten die Ziele der Arbeit wie folgt: 
1. Nachweis der prooxidativen/antioxidativen Eigenschaften der Prüfsubstanzen 
durch Vergleich verschiedener Testmethoden und 
2. Aufdeckung von eventuell vorhandenen Struktur-Wirkungs-Beziehungen, die die 
Scavengerfunktion der Pflanzenphenole näher charakterisieren. 
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Den Hauptanteil der vorliegenden Arbeit nahmen eine Reihe von Versuchen zur Cyt P450 
vermittelten Oxidase-Funktion mit Rattenlebermikrosomen ein. Es wurde der Einfluß der 
Substanzen auf 
- die stimulierte Lipidperoxidation (LPO), 
- die Wasserstoffperoxidbildung (H2O2-Bildung), 
- die Luminol-verstärkte Chemilumineszenz (Lm-CL) und 
- die Lucigenin-verstärkte Chemilumineszenz (Lc-CL) untersucht. 
 
Darüber hinaus wurde der Einfluß der Prüfsubstanzen auf weitere in vitro-Modellsysteme 
ermittelt: 
- Messung der Luminol-verstärkten Vollblutchemilumineszenz (VB-CL) der Ratte 
nach Aktivierung von Leukozyten mittels Zymosan und 
- Messung der Lucigenin-verstärkten Chemilumineszenz im Xanthinoxidase-System 
(XO-CL); die hier entstehenden Radikale sind durch die Xanthinoxidase generiert und 
damit auch unabhängig vom Cyt P450-Zyklus. 
Mit Hilfe der Untersuchungen zum spektralen Bindungsverhalten der Prüfsubstanzen am 
Cyt P450 konnte außerdem untersucht werden, ob die Testsubstanzen mit dem Cyt P450 
Bindungen eingehen oder nicht. Durch diese Untersuchungen können ganz allgemeine 
Aussagen getroffen werden, ob eine der Substanzen mit dem Cyt P450 interagieren kann, 
d. h. ob eventuell auch mit Wechselwirkungen beim Metabolismus von anderen 
Fremdstoffen am Cyt P450 gerechnet werden muß. Desweiteren können 
Schlußfolgerungen gezogen werden, ob die gefundenen Hemmeffekte auf die Oxidase-
Modell-Reaktionen auch auf einer Interaktion mit dem Cyt P450-Zyklus beruhen. Eine 
verminderte Produktion der Radikale in den Versuchen zur Cyt P450 vermittelten Oxidase-
Funktion (LPO, H2O2-Bildung, Lc- und Lm-CL) kann auf folgenden Phänomenen beruhen: 
- einer „echten“ Scavenger-Eigenschaft der Prüfsubstanz oder aber 
- einer verminderten Bildung von Radikalen am Cyt P450 durch Interferenz mit dem Cyt 
P450. 
 
Die Untersuchungen zur VB-CL und der XO-CL ermö glichen neben einem 
Methodenvergleich auch eine weitere Beurteilung in Bezug auf „echte“ 
Scavengereigenschaften der geprüften Substanzen, da bei diesen beiden Modellreaktionen 
die Radikale unabhängig vom Cyt P450-Zyklus gebildet werden. Bei gleichzeitiger 
Hemmung aller eingesetzten Modellreaktionen liegen aller Wahrscheinlichkeit nach 
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„echte“ Scavengereigenschaften vor. Allerdings ist eine gleichzeitige Hemmung des Cyt 
P450, der NADPH-Oxidase und der XO zwar theoretisch möglich, aber eher 
unwahrscheinlich. 
Zum heutigen Zeitpunkt reicht der Kenntnisstand über die sekundären Pflanzenstoffe nicht 
aus, um konkrete Angaben über die tägliche Zufuhr zu machen. Fest steht aber, daß der 
Verzehr von Obst und Gemüse, auf Grund des Gehaltes an sekundären Pflanzenstoffen zur 
Gesunderhaltung beiträgt. Die in dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen sollten 
einen Beitrag zum weiteren Verständnis der Wirkungsweise der zahlreichen Pflanzen-









Es wurden 22 Substanzen auf ihre möglichen prooxidativen oder antioxidativen 
Eigenschaften hin untersucht. Die Tabelle 3 zeigt einen Überblick über Summenformeln, 
Molekulargewichte und Strukturformeln der Prüf- und Referenzsubstanzen. 
Die einzelnen Substanzen wurden zur besseren Übersichtlichkeit und Vergleichbarkeit in 
verschiedenen Gruppen zusammengefaßt. Eine Gruppe bilden jeweils die 
Referenzsubstanzen Ascorbinsäure, β-Karotin, Trolox und Harnsäure.  
Die zu untersuchenden Pflanzen-Phenole wurden entsprechend ihrem strukturellen Aufbau 
gruppiert. So wurden die vier Phenolcarbonsäuren Gallussäure, Kaffeesäure, Ferulasäure 
und Chlorogensäure gemeinsam dargestellt. Die in der vorliegenden Arbeit geprüften 
Flavonoide wurden den entspechenden Untergruppen 
- Flavone (Flavon, 5-Hydroxyflavon, Chrysin, Apigenin, Rutin)  
- Flavonole (3-Hydroxyflavon, Kaempferol, Quercetin, Myricetin) 
- Isoflavone (Daidzein, Genistein) 
- Flavanone (Naringenin)  
- Flavanole (Catechin) und 
- Chalcone (Curcumin) zugeordnet. 
Bei der Auswahl der verschiedenen Pflanzen-Phenole wurden strukturelle Unterschiede 
ganz bewußt berücksichtigt. Dies kommt beispielsweise in der Verknüpfung von B- und C-
Ring zum Ausdruck, sowie bei der Anzahl der OH-Gruppen und deren Positionen. In 
einigen Untergruppen der Flavonoide wurden deshalb mehrere Substanzen mit differenter 
Anzahl von OH-Gruppen an verschiedenen Positionen getestet, um eventuell Rückschlüsse 
über besonders günstige Konstellationen zu ziehen und um damit bestimmte Struktur-
Wirkungs-Beziehungen aufdecken zu können.  
Vor dem Beginn einer jeden Versuchsserie wurde die jeweils zu untersuchende 
Prüfsubstanz in Lösung gebracht und Verdünnungen in vier Konzentrationen  hergestellt: 
1 mM, 0,1 mM, 0,01 mM und 0,001 mM. In Aqua dest. konnten lediglich 4 der o. g. Stoffe 
gelöst werden (Ascorbinsäure, Gallussäure, Harnsäure und Rutin). Alle anderen Stoffe 
wurden in Methanol gelöst. Bei den in Methanol gelösten Substanzen wurden die 
Proberöhrchen zu Versuchsbeginn bei der Messung der LPO und der H2O2-Bildung für 5  
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Minuten in ein kochendes Wasserbad gestellt. So konnte das Methanol abgedampft 
werden. Um das für den Inkubationsansatz nötige Volumen wieder zu erlangen, wurden 
die Volumina mit Aqua dest. ausgeglichen. Bei den Versuchsreihen, die mit 
Chemilumineszenzmessungen verbunden waren, erfolgte das Abdampfen des Methanols 
über Nacht, da die bei diesen Serien eingesetzten Plasteröhrchen einem kochenden 































































































chem. Bezeichnung Summenformel MG Strukturformel 








Chrysin 5,7-Dihydroxyflavon C15H12O4 254,24 
 




































































C27H30 O16 610,50 
 
Daidzein 4‘,7-Dihydroxyisoflavon C15H10O4 254,20 
 
Genistein 4‘,5,7-Trihydroxyisoflavon C15H10O5 270,24 
 





























































Die Versuchsserien wurden an Lebermikrosomen und heparinisiertem Vollblut von 
unbehandelten männlichen HAN:Wistar-Ratten aus der Koloniezucht des Institutes für 
Pharmakologie und Toxikologie der Friedrich-Schiller-Universität Jena durchgeführt. Die 
Haltung der Tiere erfolgte in Makrolonkäfigen unter standardisierten Bedingungen, d. h. 
Raumtemperatur 22 ± 2°C, Luftfeuchtigkeit 50 ±10 %  und 12-stündiger Hell-Dunkel-
Rhythmus. 
Als Nahrung erhielten die Tiere Futterpellets (Zuchtdiät 1316) der Firma Altromin (Lage, 
Deutschland) und Trinkwasser ad libitum. Zum Zeitpunkt der Organentnahme hatten die 
Ratten ein Alter von ca. 60 – 90 Tagen. Die Haltung der Tiere und die Organentnahmen 




Die Ratten wurden mit Ether narkotisiert, durch Dekapitation getötet, entblutet und die 
Leber entnommen. Die Organe wurden gewogen und eisgekühlt (4°C). Das gewonnene 
Vollblut wurde zur Messung der Luminol-verstärkten Chemilumineszenz verwandt (siehe 
auch 2.5.). 
 
2.3.1. Präparation der Mikrosomen 
 
Die Präparation wurde mit eisgekühlten Gewebeproben (4°C) vorgenommen. Ein Teil 
Leber wurde mit zwei Teilen  0,1 M Na-Phosphatpuffer (pH 7,4) versetzt und mittels eines 
Potter-Elvejhem-Homogenisators homogenisiert. Danach erfolgte eine 20-minütige 
Zentrifugation  bei 9000 g in einer Kühlzentrifuge vom Typ 5403 der Firma Eppendorf 
(Hamburg, Deutschland)  (MATSUBARA et al. 1976). Der gewonnene Überstand wurde mit 
MgCl2-Lösung (25 mM) im Verhältnis 1 : 2,5 verdünnt und für weitere 20 Minuten 
nochmals bei 9000 g in der Kühlzentrifuge zentrifugiert (SILMAN et al. 1965).  
Das Mikrosomensediment wurde mit 0,1 M Na-Phosphatpuffer, pH 7,4, rehomogenisiert. 





2.3.2. Messung des Proteingehaltes der Mikrosomen 
 
Zur Bestimmung der Proteinkonzentration der Mikrosomensuspensionen wurde die durch 
KLINGER und MÜLLER (1974) modifizierte Biuret-Methode angewandt. Deren Prinzip 
besteht in der Bildung einer blau-violett gefärbten Komplexverbindung durch Proteine und 
Kupfer-Ionen im alkalischen pH-Bereich. Da die Intensität der Färbung proportional zur 
Proteinkonzentration ist, kann der Eiweißgehalt  in den Lebermikrosomen über die 
Extinktion ermittelt werden. 
Für den Probenansatz wurden 0,25 ml Mikrosomensuspension (1:4 mit Na-Phosphatpuffer 
verdünnt)  mit 0,25 ml 5%-iger Natrium-Desoxycholat-Lösung versetzt. Nach vorsichtiger 
Durchmischung erfolgte nach 5 Minuten die Zugabe von  4,5 ml Biuret-Reaktionslösung, 
die wie folgt hergestellt wurde: 
- 1,5 g Kupfersulfat  x 5 H2O  und    
- 6,0 g Kaliumnatrium-Tartrat 
- in 500 ml Aqua dest. lösen, 
- 300 ml 10 %-ige NaOH zugeben und 
- mit Aqua dest. auf 1000 ml auffüllen. 
Für jede Probe wurde ein in gleicher Weise hergestellter Ansatz zur Bestimmung der 
Trübung (= Trübungswert)  mitgeführt, der anstelle der Biuret-Reaktionslösung 4,5 ml 3%-
ige NaOH-Lösung enthielt. Bei der Bestimmung der Leerwerte für den Probenansatz und 
für den Trübungswert wurde statt den 0,25 ml Mikrosomensuspension 0,25 ml 0,1 M Na-
Phosphatpuffer (pH 7,4) hinzugegeben. Nach 30 Minuten wurde die Extinktion der 
Proben- und Trübungsansätze gegen ihre Leerwerte am Spektralphotometer vom Typ 
Spekol 11 der Firma Carl Zeiss (Jena, Deutschland) gemessen. Die Messung erfolgte bei 
546 nm und einer Küvettenschichtdicke von 1 cm. Es wurden jeweils Doppel-
bestimmungen durchgeführt. Von der gemessenen Extinktion des Probenwertes erfolgte 
die Subtraktion des Trübungswertes. Zur Bestimmung der Eichkurve wurde 
Rinderserumalbumin der Firma SERVA-Feinbiochemica (Heidelberg, Deutschland) in 
abfallender Konzentration um je 0,5 mg, beginnend mit 5,0 mg bis 0,5 mg / 0,25 ml 
Testvolumen, benutzt. 
Der Proteingehalt wurde folgendermaßen berechnet: 
Proteingehalt (mg / ml) = (EPR - ETR) x FEK                                             (1) 
EPR = Extinktion des Probenwertes 
ET R = Extinktion des Trübungswertes 
FEK = Faktor der Eichkurve, dem eine definierte Proteinkonzentration entspricht 
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2.4. Erfassung prooxidativer/antioxidativer Eigenschaften mittels Oxidase- 
       Modellreaktionen   
 
2.4.1. NADPH/Fe2+ -stimulierte Lipidperoxidation in Lebermikrosomen 
 
Diese Methode beruht auf dem Nachweis von Malondialdehyd (MDA). MDA ist das 
Produkt der Spaltung von Endoperoxiden, die durch Oxidation von ungesättigten 
Fettsäuren mit drei oder mehr Doppelbindungen entstanden sind. Eisen, welches in Form 
von FeSO4 x 7 H2O zugesetzt wurde, und NADPH stimulieren die Cytochrom P450 
vermittelte Lipidperoxidation. Als Spaltprodukt der Endoperoxide hat MDA (ca. 60%) 
innerhalb der oxidierten Lipidbruchstücke den größten Anteil (ESTERBAUER und ZOLLNER 
1989, TOMITA et al. 1990). MDA reagiert bei hohen Temperaturen (ca. 96°C) mit 
Thiobarbitursäure. Es entsteht dabei ein roter Farbkomplex (Trimethin), der colorimetrisch 
gemessen werden kann (BUEGE und AUST, 1978). Somit gibt die entstandene Menge 
Trimethin ( = TBARS = Thiobarbitursäure-reaktive Stoffe) Auskunft über die während des 
Umsatzes am Cyt P450 freigesetzten Radikale. 
Zur Bestimmung der mikrosomalen NADPH- / Fe2+-stimulierten Lipidperoxidation (LPO) 
wurde die Proteinkonzentration durch Zugabe von 0,1 M Na-Phosphatpuffer auf 2,5 mg 
Protein / ml eingestellt. 
 
Der Inkubationsansatz wurde wie folgt pipettiert: 
- 0,1 ml  der gelösten Prüfsubstanz in der jeweiligen Konzentration (s. 2.1.)  
               bzw. Aqua dest. für die Leeransätze 
- 0,7 ml   0,1 M Na-Phosphatpuffer, pH 7,4 
- 0,1 ml   0,5 mM Fe2+-Lösung (FeSO4 x 7 H2O)  
- 0,1 ml   verdünnte Mikrosomensuspension 
- 0,1 ml   0,5 mM NADPH in 0,1 M Na-Phosphatpuffer   
 
Durch die Zugabe von NADPH wurde die Reaktion gestartet. Danach erfolgte die 
Inkubation im Schüttelwasserbad bei 37°C. Nach 10 Minuten wurde die Reaktion mit 1,0 
ml 30%-iger Trichloressigsäure (TCA) gestoppt. Für die Farbentwicklung wurde  den 
Proben 1,0 ml frische 0,67%-ige Thiobarbitursäure (TBA) zugesetzt und diese dann 15 
Minuten lang in verschlossenen Röhrchen im Wasserbad gekocht. Abschließend erfolgte  
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die Zentrifugation der Probenröhrchen bei 5700 U/ min für 5 Minuten in einer Megafuge 10 
der Firma Heraeus (Hanau, Deutschland). Der sich dabei bildende rote klare Überstand 
wurde abpipettiert. Die Messung dieses Überstandes am Spektralphotometer vom Typ 
Spekol 11 der Firma Carl Zeiss (Jena, Deutschland) erfolgte bei 536 nm gegen Wasser bei 
einer Schichtdicke der Küvette von 1 cm (BUEGE  und  AUST 1978).   
Für jede Mikrosomensuspension wurde eine Kontrolle und ein Leerwert mitgeführt; dazu 
wurde bereits vor Pipettierung der Mikrosomensuspension die 30%-ige TCA hinzugegeben 
und diese Proben wurden anschließend nicht im Wasserbad inkubiert. Alle Messungen 
wurden als Doppelbestimmungen vorgenommen. 
Der Umsatz wird in nmol TBARS / (mg Protein x min) angegeben und folgendermaßen 
berechnet: 
                                
    cTBARS =                                   (2) 
         ε x d x t x P/V  
 
cTBARS    = Oxidaseaktivität, angegeben in nmol TBARS / (mg Protein x min) 
∆E   = Extinktionsdifferenz =  Extinktion Inkubationsansatz - Extinktion Leerwert 
ε   = molarer Extinktionskoeffizient =  1,56 x 105 x  M -1 x cm-1  
d   = Schichtdicke    =  1 cm 
 t   = Inkubationszeit  =  10 Minuten 
P   = Proteingehalt   =  0,25 mg /Testansatz 
V   = Meßvolumen   =  3 ml 
 
 
2.4.2. Bestimmung der H2O2-Bildung in Lebermikrosomen 
 
Bei der Anwendung dieser Methode entsteht in Anwesenheit vom Cyt P450 
Wasserstoffperoxid. H2O2 bildet mit Ferroammoniumsulfat und Kaliumthiocyanat einen 
roten Farbstoff (Ferrithiocyanat). Das entstandene Reaktionsprodukt ist ein Maß für die 
gebildete H2O2-Menge und gibt damit Auskunft über den Einfluß der 
Untersuchungssubstanzen auf die Radikalbildung. 
Zur Bestimmung der H2O2-Bildung wurden in den Mikrosomenfraktionen durch Zugabe 





Der Inkubationsansatz war wie folgt zusammengesetzt: 
- 0,10 ml   der gelösten Prüfsubstanz in der jeweiligen Endkonzentration (s. 2.1.) 
       bzw. Aqua dest. für die Kontroll- und Leerwert-Ansätze 
- 1,00 ml   50 mM Tris-HCl-Puffer, pH 7,4 
- 0,10 ml   150 mM Kaliumchlorid in Aqua dest. 
- 0,10 ml   10 mM Magnesiumchlorid in Aqua dest. 
- 0,05 ml   0,5 mM Natriumacid in Aqua dest. 
- 0,10 ml   verdünnte Mikrosomensuspension 
- 0,10 ml   0,5 mM NADPH in Aqua dest.   
 
Duch die Zugabe von NADPH wurde die Reaktion gestartet. Danach erfolgte die 
Inkubation im Schüttelwasserbad (30°C). Nach 20 Minuten wurde die Reaktion mit 2,5 ml 
eisgekühlter 3%-iger TCA gestoppt und alle Probenröhrchen bei +4°C für 20 Minuten in 
den Kühlschrank gestellt. Im Anschluß erfolgte  eine 10-minütige Zentrifugation der 
Probenröhrchen bei 5700 U/min mit einer  Megafuge 10 der Firma Heraeus (Hanau, 
Deutschland). Von dem sich dabei gebildeten klaren Überstand wurden jeweils 2,5 ml in 
ein neues Reagenzglas abpipettiert. Zu jeder Probe wurden nun noch 0,5 ml 10 mM 
Ferroammoniumsulfat und 0,2 ml 2,5 mM Kaliumthiocyanat gegeben. Abschließend 
wurden alle Röhrchen nochmals für 10 Minuten bei 25°C im Wasserbad inkubiert.  Die 
Messung der Proben am Spektralphotometer des Typs Spekol 11 der Firma Carl Zeiss 
(Jena, Deutschland) erfolgte bei 480 nm gegen Wasser bei einer Schichtdicke der Küvette 
von 1 cm (HILDEBRANDT et al. 1978). 
Für jede Mikrosomensuspension wurde eine Kontrolle und ein Leerwert mitgeführt: dazu 
wurde bereits vor Pipettierung der Mikrosomensuspension die 3%-ige TCA hinzugegeben 
und diese Proben wurden anschließend nicht im Wasserbad inkubiert. Alle Messungen 
erfolgten als Doppelbestimmungen. 
Zu jeder Versuchsreihe wurde eine Eichkurve mitgeführt. Dazu wurde der H2O2-Gehalt 
einer 30%igen H2O2-Stammlösung ermittelt.   Der genaue Wasserstoffperoxidgehalt läßt 
sich durch Titration mit 0,1 N Kaliumpermanganat-Lösung im sauren Medium bestimmen, 
indem 5 ml Stammlösung und 2 ml 20%ige Schwefelsäure tropfenweise mit 0,1 N KMnO 4  
bis zu einem zart rosa Farbumschlag versetzt wird. Für die Eichkurve wurde die 
Stammlösung im Verhältnis 1:10 mit Aqua dest. verdünnt. Die Eichwerte enthielten, 
ebenso wie der Inkubationsansatz, alle Reagenzien, aber vor Zugabe der jeweiligen  H2O2-
Konzentrationen wurde die Reaktion durch Zusatz von TCA  beendet. 
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Die während der Inkubationszeit von 20 Minuten gebildete Menge an Wasserstoffperoxid 
wird mit Hilfe der Eichkurve und bezogen den aktuellen Proteingehalt im Ansatz 
folgendermaßen berechnet: 
     
    c       =                                     (3) 
                t x P  
     
c       =  Oxidaseaktivität, angegeben in nmol H2O2 /(mg Protein x min) 
∆E =  Extinktionsdifferenz = Extinktion Inkubationsansatz - Extinktion Leerwert 
FEK =  Faktor Eichkurve  = Mittelwert der Quotienten aus eingesetzter H2O2-Konzentration  
   und ∆E der Eichwerte 
t =  Inkubationszeit = 20 Minuten 
P  =  Proteingehalt = 10 - 15 mg/ml 
 
 
2.4.3. Luminol- und Lucigenin-verstärkte mikrosomale Chemilumineszenz 
 
Mit Hilfe der Chemilumineszenzmessung (CL) ist es möglich, bestimmte  oxidative 
Funktionen zu erfassen, wobei das Prinzip auf der Registrierung von Lichtimpulsen 
basiert, die während der Umwandlung von chemischer Energie in Lichtenergie entstehen. 
Die Messung der CL wird bei der Bestimmung und Charakterisierung von im Cyt P450- 
System gebildeten Radikalen angewendet (MÜLLER-PEDDINGHAUS und  WURL 1987). Beim 
Zurückfallen von δ-Singulett-Sauerstoff in den Grundzustand kann ein Lichtimpuls 
entstehen. Die durch das Cyt P450 produzierten Radikale führen zudem bei Luminol (Lm) 
bzw. Lucigenin (Lc) zu chemischen Prozessen, bei denen diese in Verbindungen mit 
niedrigerem Energieniveau umgewandelt werden und die freiwerdende Energie in Form 
eines Photons abgegeben wird (FAULKNER und FRIDOVICH 1993, MÜLLER-PEDDINGHAUS 
und WURL 1987). Durch die Zugabe dieser Verstärker-Substanzen, die während der 
Reaktion selbst zu Radikalen werden, kann die CL besser sichtbar gemacht werden. 
Außerdem charakterisieren Lm und Lc unterschiedliche Radikale (FAULKNER und  
FRIDOVICH 1993, KLINGER et al. 1994, KLINGER et al. 1996). Es wird allerdings in der 
Literatur kontrovers diskutiert, welche Radikale vor allem mit Lm und welche 
insbesondere mit Lc nachgewiesen werden können.  
 
 




2.4.3.1. Luminol-verstärkte Chemilumineszenz 
 
Luminol, ein Aminophthalsäuredianion, reagiert vorzugsweise mit H2O2 (MÜLLER-
PEDDINGHAUS und WURL 1987), aber auch mit O2-•   oder OH•  (FAULKNER und FRIDOVICH 
1993). Der erste Reaktionsschritt in der Elektronentransportkette ist die Oxidation des Lm-
Anions zum Radikal (KLINGER et al. 1994).  
 
Zur Bestimmung der Lm-CL wurde in die Zentrifugenröhrchen folgendes pipettiert:  
- 0,1 ml   der gelösten Substanz in der entsprechenden Verdünnung (s. 2.1.) 
- 1,2 ml   0,1 M Na-Phosphatpuffer, pH 7,4 
- 0,2 ml   0,5 mM Fe2+-Lösung (FeSO4 x 7 H2O) 
- 0,2 ml   0,3 mM Luminol 
- 0,2 ml   Mikrosomensuspension (0,5 mg Protein/ml) bzw. 
                Na-Phosphatpuffer für den Leerwert 
 
Die Reagenzröhrchen wurden in das Meßgerät Autolumat LB 953 der Firma Berthold (Bad 
Wildbad, Deutschland) gestellt. Der Reaktionsstart erfolgte automatisch durch die 
Injektion von 0,3 ml 0,1 mM NADPH, das in 0,1 M Na-Phosphatpuffer gelöst war.  
Die Lichtimpulse wurden durch das Meßgerät erfaßt und mit Hilfe des Computers und 
einer speziellen Software der Firma Berthold (Bad Wildbad, Deutschland) ausgewertet. 
Die Anzahl der registrierten Lichtimpulse dient als Maß für die entstandenen Radikale und 
wird nach folgender Formel berechnet, wobei sich das Ergebnis auf 1 Minute und 1 mg 
Protein bezieht: 
 
CPM /mg Protein =                             (4) 
              P x t    
CPM      =  counts per minute  =  Lichtimpulse/Minute 
PW =  Anzahl der Lichtimpulse über 3,5 Minuten bei den Probenwerten 
LW =  Anzahl der Lichtimpulse über 3,5 Minuten bei den Leerwerten 
 t =  Meßzeit          =  3,5 Minuten 





PW - LW  
 38
2.4.3.2. Lucigenin-verstärkte Chemilumineszenz 
 
Lucigenin, bestehend aus zwei Molekülen Methylacridon, reagiert vorzugsweise mit O2-•-
Radikalen (MÜLLER-PEDDINGHAUS und WURL 1987). Der erste Schritt in der 
Elekronentransportkette beim Lc ist im Gegensatz zum Lm ein Reduktionsschritt 
(FAULKNER und FRIDOVICH 1993). Es werden aber mit der Lc-CL auch OH• bzw. 
organische Radikale nachgewiesen (KLINGER et al. 1994).  
 
Zur Bestimmung der Lc-CL wurden Zentrifugenröhrchen wie folgt vorbereitet: 
- 0,1 ml   der gelösten Substanz in der entsprechenden Verdünnung (s. 2.1.)              
- 1,2 ml   0,1 M Na-Phosphatpuffer, pH 7,4 
- 0,2 ml   12,5 µM Fe2+-Lösung (FeSO4 x 7 H2O) 
- 0,2 ml   5 mM Lucigenin 
- 0,2 ml   Mikrosomensuspension (0,5 mg Protein/ml) bzw. 
              Na-Phosphatpuffer für den Leerwert 
 
Die Proben wurden in den Meßapparat, ein Autolumat LB 953 der Firma Berthold (Bad 
Wildbad, Deutschland), gestellt, wo automatisch die Einspritzung von 0,3 ml  0,1 mM 
NADPH-Lösung zum Starten der Reaktion erfolgte. Mit Hilfe eines speziell entwickelten 
Programmes der Firma Berthold wurden die Proben gemessen, wobei die Meßdauer 3,5 
Minuten und die Meßtemperatur 37°C betrug. Die bei der Reaktion entstehende 
Lichtenergie wurde vom Photomultiplier erfaßt und vom Computer ausgewertet. Zur 
Auswertung der Probe wurde der Leerwert vom Probenwert subtrahiert und das Ergebnis 
auf 1 Minute und 1 mg Protein bezogen (siehe Formel 4). 
 
2.5. Bestimmung der Luminol-verstärkten Chemilumineszenz im Rattenvollblut 
 
Durch den Einsatz dieser Methode konnte der Einfluß der Testsubstanzen auf die 
Radikalbildung bei der Phagozytose ermittelt werden. Die so erfaßten Radikale werden 
von der NADPH-Oxidase generiert und sind in ihrer Entstehung unabhängig vom Cyt 
P450-Zyklus. Die Messungen wurden in Anlehnung an die Methode von ALLEN (1986) 
durchgeführt. Dabei wurden die Leukozyten im Rattenblut mit serumopsoniertem 
Zymosan zur Phagozytose stimuliert. Durch die Opsonierung (Anlagerung von 
Plasmabestandteilen an körperfremde antigene Substanzen) wird die Elimination der 
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Leukozyten durch Phagozytose günstig beeinflußt. Die bei der Phagozytose entstandenen 
Radikale verursachten  Photonenemissionen, welche mit dem Meßgerät Autolumat LB 953 
der Firma Berthold (Bad Wildbad, Deutschland) erfaßt wurden. 
 
Die für den Versuch benötigten Pufferlösungen setzten sich wie folgt zusammen: 
Puffer für die Blutverdünnung                          Puffer für die Messung 
4,000 g NaCl      3,800 g NaCl 
0,100 g KCl      0,165 g KCl 
0,362 g KH2PO4     0,500 g Eagle-Medium ohne Phenolrot 
0,570 g Na2HPO4     0,500 g D-Glucose 
0,500 g D-Glucose     0,500 g Rinderserumalbumin 
0,500 g Rinderserumalbumin    2,500 ml 0,1 M MgCl2  
                                                                                                                                            (0,66 g/100 ml Aqua dest.) 
- beide Puffer mit Aqua dest. auf  jeweils 400 ml auffüllen 
- bei beiden Puffern pH-Wert mit 0,1 N NaOH auf 7,3 einstellen 
- beide Puffer mit Aqua dest. auf  je 500 ml auffüllen 
 
Das Vollblut der Ratten wurde mit Heparin versetzt (1ml Vollblut + 5000 I.E. Heparin-
Natrium der Firma B. Braun Melsungen AG [Melsungen, Deutschland]) und sofort nach 
der Gewinnung mit dem o. g. Puffer zur Blutverdünnung 1:500 verdünnt.  
 
Alle Meßansätze enthielten folgende Reagenzien: 
-  0,10 ml  der zu untersuchenden Substanz in der entsprechenden Konzentration  
-  1,75 ml  Puffer (für die Messung) 
-  0,10 ml  150 µM Luminol 
-  0,05 ml  verdünntes Blut 
-  0,10 ml  opsoniertes Zymosan (3 mg / ml) 
 
Der Leeransatz enthielt kein Zymosan. Das fehlende Volumen wurde durch Meßpuffer 
ausgeglichen.   
Nach dem Mischen wurden die Proben sofort in das Meßgerät gestellt und 90 Minuten bei 
37°C gemessen. Die Ergebnisse werden in „ relativen Lichteinheiten“ (relative light units = 
RLU) angegeben und auf 106 Leukozyten bezogen.  
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2.6. Bestimmung der Radikalbildung mittels Lucigenin-verstärkter  
       Chemilumineszenz im Xanthinoxidase-System 
 
Mit dem Einsatz dieser Meßmethode konnte die Wirkung der Testsubstanzen auf das 
Xanthinoxidase (XO)-System untersucht werden. Damit kam ein weiterer in vitro- 
Modellversuch zur Anwendung, bei dem, wie auch bei der CL Messung im Rattenvollblut, 
die während der Reaktion entstandenen Radikale unabhängig vom Cyt P450-Zyklus erfaßt 
werden.  
Die Xanthinoxidase und molekularer Sauerstoff bilden aus Hypoxanthin das Superoxid-
Radikal-Anion, das Hydroxyl-Radikal und Xanthin (ROST et al. 1998-a). Die bei der 
Reaktion erstandenen Radikale erzeugen die bereits erwähnten Photonenemissionen, die 
mit dem Meßgerät  Autolumat LB 953 der Firma Berthold (Bad Wildbad, Deutschland) 
registriert wurden. 
 
Für die Meßansätze wurden folgende Reagenzien pipettiert: 
- 0,1 ml     der zu untersuchenden Substanz in der entsprechenden Konzentration  
- 1,1 ml     0,1 M Natriumphosphat-Puffer 
- 0,2 ml     5,0 µM Lucigenin 
- 0,2 ml     12,5 µM Fe2+-Lösung (FeSO4 x 7 H2O) 
- 0,2 ml     4,2 mM Xanthinoxidase 
- 0,3 ml     0,2 mM Hypoxanthin      
 
Durch die Zugabe des Hypoxanthins wurde die Reaktion gestartet. Die Messungen 
erfolgten mit einem speziell entwickeltem Kinetik-Programm der Firma Berthold bei 
Raumtemperatur (25°C). Die Meßdauer betrug 15 Sekunden. Kontrollwerte, ohne 
Substanz, und Leerwerte, ohne Xanthinoxidase, wurden bei jeder Versuchsreihe 
mitgeführt.  
 
 2.7. Spektrales Bindungsverhalten an das Cytochrom P450 
 
Das Prinzip dieser Methode beruht auf der Messung von typischen Extinktionsmaxima und 
-minima im Differenzspektrum in einem Wellenbereich von 350 nm bis 450 nm. Es kann 
davon ausgegangen werden, daß eine Mikrosomensuspension, in der sich eine an das Cyt  
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P450 bindende Substanz befindet, andere Extinktionsmaxima und -minima hat als eine 
Suspension, in der diese Prüfsubstanz nicht enthalten ist. Beide Suspensionen werden in 
einem Messbereich von 350 nm bis 450 nm gegeneinander gemessen, womit man ein 
Differenzspektrum mit typischen Extinktionsmaxima und -minima erhält (MÜLLER 1976, 
SCHENKMANN et al. 1967-a).   
Hexobarbital und Anilin sind charakteristische Beispiele für solche sich bindenden 
Substanzen. Bei  beiden Stoffen ergeben sich zwei typische Differenzspektren. Aus diesem 
Grunde wurden beide Substanzen bei den Versuchen stets als Kontrollen mitgeführt. 
Hexobarbital hat sein Extinktionsmaximum bei 385 nm und sein Extinktionsminimum bei 
425 nm. Dieser typische Kurvenverlauf wird als Typ I bezeichnet. Anilin weist sein 
Extinktionsmaximun bei 427 nm und sein Extinktionsminimum bei 392 nm auf. Durch 
diesen Kurvenverlauf wird der Typ II im Bindungsverhalten gekennzeichnet. Insgesamt 
gibt es in Lebermikrosomem drei Kategorien von Differenzspektren: Typ I, Typ II und den 
modifizierten Typ II (auch als inverser Typ I bezeichnet) (SCHENKMANN et al. 1967-b). 
Zur Beurteilung des Bindungsverhaltens der Testsubstanzen an Cyt P450 in einem 
Wellenlängenbereich zwischen 350 nm und 450 nm wurde wie folgt vorgegangen:  
Die Kontrollsubstanzen Hexobarbital und Anilin sowie alle Testsubstanzen wurden in 
einer Endkonzentration von 10-3 M untersucht.  
 
In die Probenröhrchen wurde für die Hauptwerte (HW) 
- 0,1 ml  Testsubstanz (in Methanol gelöst und verdampft), 
- 0,5 ml  0,1 M Na-Phosphatpuffer (pH 7,4) und 
- 1,0 ml  Mikrosomensuspension (Proteingehalt 7,5 mg/ml)  
oder für wasserlösliche Substanzen: 
- 0,1 ml Testsubstanz in wässriger Lösung, 
- 0,4 ml  0,1 M Na-Phosphatpuffer (pH 7,4) und 
- 1,0 ml  Mikrosomensuspension (Proteingehalt 7,5 mg/ml) pipettiert. 
 
Für die Bestimmung des Leerwertes (LW) wurden 
- 0,5 ml  0,1 M Na-Phosphatpuffer (pH 7,4) und 
- 1,0 ml  Mikrosomensuspension (Proteingehalt 7,5 mg/ml)  pipettiert. 
 
Die Messungen erfolgten im Spektralphotometer Unicam UV VIS 4 der Firma Spectronic 
(Cambridge, England).  
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Bei farbigen Substanzen, die ihre Wellenlängenmaxima im Bereich zwischen 350 nm und 
450 nm haben, wurde zur Bestimmung der Bindung dieser Prüfsubstanzen an das Cyt P450 
die sogenannte 4-Küvetten-Methode angewandt.  
 
In den Hauptstrahlengang kame n hintereinander: 
1. Küvette mit  HW 
2. Küvette mit  1,5 ml 0,1 M Na-Phosphatpuffer, pH 7,4 
 
In den Vergleichsstrahlengang kamen hintereinander: 
 1. Küvette mit  LW 
 2. Küvette mit  1,4 ml 0,1 M Na-Phosphatpuffer, pH 7,4 
    0,1 ml der gelösten zu untersuchenden Substanz  
 
Die eingesetzten Küvetten hatten eine Schichtdicke von 0,5 cm. Die Messungen erfolgten 
mit dem o. g. Spektralphotometer Unicam UV VIS 4 der Firma Spectronic (Cambridge, 
England). Zusätzlich wurde ein Dunkelkammervorsatz verwendet. Mit dem Meßgerät 
konnten die Differenzspektren zwischen den Wellenlängen von 350 nm bis 450 nm 
aufgenommen werden.  
 
2.8. Statistische Auswertung und Darstellung der Ergebnisse 
 
Sämtliche Versuche wurden mit einer Anzahl von n = 6 durchgeführt. Die Meßwerte in 
den graphischen Darstellungen werden als arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler 
des Mittelwertes (SEM) angegeben. Bei den Versuchen erfolgte innerhalb einer 
Versuchsserie die Prüfung auf signifikante Unterschiede zwischen den mit Substanzen in 
unterschiedlichen Konzentrationen versetzten Rattenlebermikrosomen und den Kontrollen. 
Die Signifikanzberechnungen wurden mit dem gepaarten t-Test nach Student für 
zweiseitige Fragestellungen durchgeführt. Die Werte der Untersuchungssubstanzen wurden 
mit den jeweiligen mitgeführten Kontrollen des Tages verglichen, d. h. es kann zu 
signifikanten Unterschieden auch dann kommen, wenn die Werte jeweils immer (wenn 
auch oftmals nur geringfügig) unter den Kontrollen liegen und somit die SEM sich 
überschneiden. Die Unterschiede wurden bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von ≤ 5% als 
statistisch signifikant betrachtet (CAVALLI-SFORZA 1969). 
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In den Abbildungen wurden die Signifikanzen gegenüber den Kontrollen mit einem Stern 
bei signifikanter Reduktion, und mit einem Pluszeichen bei signifikanter Steigerung, 
gekennzeichnet. Bei den Diagrammen sind auf der Abszisse jeweils die Kontrolle (c) und 
die untersuchten Substanzen in verschiedenen Konzentrationen dargestellt. Die Ordinate 
zeigt die Aktivität  der Prüfsubstanzen in Prozent im Bezug zur Kontrolle, die gleich 100% 
gesetzt wurde. Dies erfolgte auf Gund der von Tag zu Tag doch relativ großen 
Schwankungsbreite der Kontrollen, so daß zur besseren Vergleichbarkeit lediglich die 
relativen Änderungen dargestellt werden. Auf die Darstellung nicht signifikanter 
Ergebnisse wurde aus Gründen der besseren Übersichtlichkeit verzichtet. 
Die Bestimmung der spektralen Bindung der Prüfsubstanzen an Cyt P450 mittels Messung 






3.1. Einfluß der untersuchten Substanzen auf die Oxidase-Funktion des Cytochrom  
       P450 
 
An Hand der Modellreaktionen NADPH / Fe2+-stimulierte Lipidperoxidation, NADPH-
stimulierte H2O2-Bildung, sowie Luminol- und Lucigenin-verstärkte Chemilumineszenz 
sollte untersucht werden, ob die verschiedenen Pflanzen-Phenole als Radikalfänger 
wirksam werden oder aber den oxidativen Zyklus unterbrechen können.  
Für Radikalfängereigenschaften einer Substanz würde ein niedriges Reaktionsergebnis,    
d. h. beispielsweise wenig H2O2-Bildung oder wenige Lichtimpulse, sprechen. Diese 
Substanz hätte somit die entstandenen Radikale neutralisiert oder die Oxidase-Funktion 
gehemmt.  
 
3.1.1. Erfassung  prooxidativer/antioxidativer Eigenschaften der untersuchten Substanzen  
          auf die stimulierte Lipidperoxidation 
 
Mit Ausnahme von Ascorbinsäure, Flavon und β-Karotin zeigten alle untersuchten 
Substanzen einen Hemmeffekt auf die LPO (Abb. 5a bis 5d). Damit wird deutlich, daß 
diese Stoffe die Bildung von freien Radikalen reduzieren können. Die stärksten Effekte 
konnten bei Curcumin und Rutin beobachtet werden. Etwas geringere Effekte bei der 
Hemmung der LPO wurden bei Myricetin, Quercetin, Kaempferol, Trolox, Catechin, 
Gallussäure, 3-Hydroxyflavon, Naringenin, Chlorogensäure, Daidzein, Chrysin, und 
Apigenin gemessen. Eine nur geringfügige Hemmung der LPO zeigten die Versuche mit 
den Substanzen Kaffeesäure, Genistein, Harnsäure, 5-Hydroxyflavon und Ferulasäure. Für 
β-Karotin konnte eine signifikante Erhöhung der LPO gemessen werden. Ascorbinsäure 
zeigte bei Konzentrationen von 0,01 und 0,1 mM eine steigernde Wirkung auf die LPO, 
die aber bei einer Konzentration von 1 mM nicht mehr nachweisbar war. Eine 
Sonderstellung nahm Flavon ein. Diese Substanz führte in den beiden niedrigsten 
Verdünnungsstufen (0,001 und 0,01 mM) zu einer Steigerung und bei 0,1 und 1 mM zu 




Abb. 5a: Ergebnisse der Substanzen, die die LPO reduzieren; 















































































































































































































Abb. 5b: Ergebnisse der Substanzen, die die LPO reduzieren; 












































































































































































































Abb. 5c: Ergebnisse der Substanzen, die die LPO reduzieren; 
               arithmetischen Mittelwerte ± SEM, n = 6,  * p ≤ 0,05 vs. Kontrolle (c) 
 
Abb. 5d: Ergebnisse der Substanzen, die die LPO nicht reduzieren; 


























































































































































3.1.2. Erfassung  prooxidativer/antioxidativer Eigenschaften der untersuchten Substanzen  
          auf die H2O2-Bildung 
 
Die Wirkung der untersuchten Substanzen auf die H2O2-Bildung war sehr unterschiedlich 
(Abb. 6a bis 6c). Es konnten nur bei Chrysin stark hemmende Einflüsse beobachtet 
werden; bei Genistein, Naringenin und Flavon war bis zur Konzentration von 0,01 mM 
eine signifikante Verminderung der H2O2-Bildung meßbar. Eine etwas geringere 
Hemmung konnte mit Ascorbinsäure, Trolox, Quercetin, Daidzein und β-Karotin gezeigt 
werden. Noch geringer war der Effekt bei Apigenin und 5-Hydroxyflavon. 
Ferulasäure, Kaempferol und 3-Hydroxyflavon waren in diesem Versuchsansatz 
wirkungslos. Auf die Darstellung dieser nicht signifikanten Reaktionsergebnisse wurde 
verzichtet. 
Eine Zunahme der H2O2-Bildung bewirkten Rutin und Curcumin bis 0,1 mM sowie 
Kaffeesäure, Harnsäure, Catechin, Chlorogensäure und Gallussäure noch bis zu 
Konzentrationen von 0,01 mM. Eine Ausnahme stellte in diesem Versuch Myricetin dar: in 
einer Konzentration von 0,01 mM wurde die H2O2-Bildung gehemmt, wogegen aber in 



















































Abb. 6a: Ergebnisse der Substanzen, die die H2O2-Bildung reduzieren; 






































































































































































































































Abb. 6b: Ergebnisse der Substanzen, die die H2O2-Bildung reduzieren; 






























































































































Abb. 6c: Ergebnisse der Substanzen, die die H2O2-Bildung nicht reduzieren; 











































































































































































































3.1.3. Erfassung  prooxidativer/antioxidativer Eigenschaften der untersuchten Substanzen  
          auf die Luminol-verstärkte Chemilumineszenz 
 
Mit Ausnahme von Daidzein und 5-Hydroxyflavon führten alle anderen Prüfsubstanzen zu 
einer signifikanten Reduktion der Lm-CL (Abb. 7a bis 7c). Auf die Darstellung dieser 
nicht signifikanten Reaktionsergebnisse der beiden Substanzen wurde daher verzichtet.  
Die stärksten Verminderungen der Lm-CL konnten bei Chlorogensäure, Rutin, Trolox, 
Quercetin, Chrysin und 3-Hydroxyflavon gefunden werden, wobei aber bei den beiden 
letztgenannten Substanzen, prozentual gesehen, die Hemmungen nur gering waren. Die 
übrigen Substanzen, wie Catechin, Kaffeesäure, Gallussäure, Harnsäure, Ferulasäure, 
Kaempferol, Naringenin und Apigenin verursachten signifikante Reduzierungen des 
Reaktionsproduktes. Etwas geringer, aber trotzdem noch signifikant vermindert, war die 
Lm-CL nach Zugabe der Substanzen Ascorbinsäure, β-Karotin, Myricetin, Curcumin, 
Genistein und Flavon.  
 
3.1.4. Erfassung  prooxidativer/antioxidativer Eigenschaften der untersuchten Substanzen  
          auf die Lucigenin-verstärkte Chemilumineszenz 
 
Auch in diesem Versuchsansatz konnten überwiegend signifikante Reduktionen der Lc-CL 
durch die zu untersuchenden Substanzen nachgewiesen werden (Abb. 8a bis 8c). Lediglich 
Genistein und Chrysin zeigten keinen Einfluß auf die Lc-CL, deshalb erfolgt für diese 
beiden Substanzen keine Darstellung der Ergebnisse.  
Sehr starke Hemmungen ergaben die Versuche mit Gallussäure, Quercetin, Myricetin, 
Rutin, Kaffeesäure, Catechin, Chlorogensäure und Curcumin. Etwas geringer war die 
Hemmung für Trolox, Kaempferol, Ferulasäure, β-Karotin und Flavon. Die geringsten 
Effekte zeigten Harnsäure, Naringenin, 3-Hydroxyflavon und Ascorbinsäure, bei denen nur 
in der höchsten Konzentration von 1 mM eine signifikante Minderung der Lc-CL 
nachweisbar war. Ein fördernder Effekt auf die Radikalbildung konnte für Daidzein 
(Konzentration 1 mM) und vor allem für Apigenin festgestellt werden (Abb. 8d). Eine 
Ausnahme bildete in diesem Modellversuch 5-Hydroxyflavon: es kam einerseits zu einer 
Steigerung der Lc-CL in den Konzentrationen 0,001 bis 0,1 mM, aber andererseits zu einer 


















































Abb. 7a: Ergebnisse der Substanzen, die die Lm-CL-Messung reduzieren; 










































































































































Abb. 7b: Ergebnisse der Substanzen, die die Lm-CL-Messung reduzieren; 








































































































































































































































Abb. 7c: Ergebnisse der Substanzen, die die Lm-CL-Messung reduzieren; 






















































































































































Abb. 8a: Ergebnisse der Substanzen, die die Lc-CL-Messung reduzieren; 



























































































































































































































































Abb. 8b: Ergebnisse der Substanzen, die die Lc-CL-Messung reduzieren; 



































































































































































































































Abb. 8c: Ergebnisse der Substanzen, die die Lc-CL-Messung nicht reduzieren; 





















































































3.2. Erfassung prooxidativer/antioxidativer Eigenschaften der untersuchten 
       Substanzen auf die Luminol-verstärkte Chemilumineszenz im Rattenvollblut 
 
In diesem Modellversuch konnte für alle untersuchten Substanzen eine signifikante 
Reduktion der VB-CL nachgewiesen werden (Abb. 9a bis 9c). Die Unterschiede waren 
lediglich konzentrationsabhängig. Am deutlichsten wurde die VB-CL von Curcumin, 
Genistein, Rutin, Apigenin und Daidzein supprimiert. Eine signifikante Verminderung der 
Radikalbildung trat bei Quercetin, Kaempferol, Naringenin, Gallussäure, Myricetin, 
Catechin, Kaffeesäure, Ferulasäure und Chlorogensäure bis zur Konzentration von 0,01 
mM auf. Geringere Wirkungen zeigten Ascorbinsäure, Trolox, Flavon, 5-Hydroxyflavon, 
und β-Karotin sowie Chrysin, 3-Hydroxyflavon und Harnsäure. Der Modellversuch mit 
Harnsäure ergab nur bei einer Konzentration von 1 mM einen Hemmeffekt, der aber 
prozentual gesehen ausgesprochen stark war.  
 
3.3. Erfassung prooxidativer/antioxidativer Eigenschaften der untersuchten  
       Substanzen auf die Lucigenin-verstärkte Chemilumineszenz im Xanthinoxidase- 
       System 
 
Bis auf eine Ausnahme, die Substanz Chrysin, erfolgte bei allen weiteren 21 
Prüfsubstanzen eine signifikante Verminderung der durch die XO vermittelten CL (Abb. 
10a bis 10c). Die Unterschiede bei der Supprimierung durch die verschiedenen Substanzen 
traten allerdings bei unterschiedlichen Konzentrationen auf. Gallussäure, Catechin, 
Curcumin, Ascorbinsäure, Myricetin, Kaffeesäure, Kaempferol, Quercetin, 3-
Hydroxyflavon, Genistein, Harnsäure, Ferulasäure, Trolox, Chlorogensäure und Daidzein 
reduzierten die XO vermittelte CL sehr stark. Bei Rutin, 5-Hydroxyflavon und β-Karotin 
war der Effekt moderat. Noch geringere hemmende Effekte zeigten Apigenin, Naringenin 
und Flavon.  
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Abb. 9a: Ergebnisse der Substanzen, die die VB-CL-Messung reduzieren 
              arithmetische Mittelwerte ± SEM, n = 6,  * p ≤ 0,05 vs Kontrolle (c) 










































































































































































































 Abb. 9b: Ergebnisse der Substanzen, die die VB-CL-Messung reduzieren; 















































































































































































































Abb. 9c: Ergebnisse der Substanzen, die die VB-CL-Messung reduzieren; 







































































































































































































Abb. 10a: Ergebnisse der Substanzen, die die XO-CL-Messung reduzieren; 
                 arithmetische Mittelwerte ± SEM, n = 6,  * p ≤ 0,05 vs. Kontrolle (c) 
























































































































































































































































Abb. 10b: Ergebnisse der Substanzen, die die XO-CL-Messung reduzieren; 
                 arithmetische Mittelwerte ± SEM, n = 6,  * p ≤ 0,05 vs. Kontrolle (c) 
















































































































































































































































Abb. 10c: Ergebnisse der Substanzen, die die XO-CL-Messung reduzieren; 
                 arithmetische Mittelwerte ± SEM, n = 6,  * p ≤ 0,05 vs. Kontrolle (c) 

































































































































3.4. Spektrales Bindungsverhalten der untersuchten Substanzen an das Cytochrom 
       P-450         
 
Bei insgesamt 8 der 22 geprüften Substanzen erfolgte keine Bindung. Dies waren Flavon, 
3-Hydroxyflavon, 5-Hydroxyflavon, Rutin, Daidzein, Genistein, Gallussäure und 
Chlorogensäure.  
Dem typischen Kurvenverlauf von Hexobarbital folgten Kaempferol, Quercetin, Myricetin, 
Curcumin, Kaffeesäure und Ferulasäure. Diese sechs Substanzen konnten demnach dem 
Bindungstyp I zugeordnet werden (Abb. 11b), ebenso wie β-Karotin (Abb. 11a) als 
Referenzsubstanz.  Bei Chrysin (Abb. 11b) ist eine eindeutige Zuordnung kaum möglich, 
wobei die Kurvenverläufe am ehesten dem Bindungstyp I  entsprechen könnten. 
Das für Anilin typische Differenzspektrum wiesen Apigenin, Naringenin und Catechin auf. 
Diese Substanzen konnten somit dem Bindungstyp II zugeordnet werden (Abb. 11c) sowie 
die Referenzsubstanz Ascorbinsäure (Abb. 11a). Für Trolox ließe sich diese Aussage  nur 


























Abb. 11a: Spektrales Bindungsverhalten der Referenzsubstanzen 






























































































Abb. 11b: Spektrales Bindungsverhalten der Prüfsubstanzen, die am ehesten dem    
                  Bindungstyp I entsprechen 




















































































































































































Abb. 11c: Spektrales Bindungsverhalten der Prüfsubstanzen, die am ehesten dem  
                 Bindungstyp II entsprechen 






































































Abschließend sollen die Ergebnisse der Unterpunkte 3.1. bis 3.4. tabellarisch nach der 
Reaktionstärke qualitativ dargestellt werden (Tab. 4). Von wenigen Ausnahmen 
abgesehen, wurden überwiegend hemmende Effekte der Pflanzenphenole auf die 
Radikalbildung gefunden. 
 
Tabelle 4: Gesamtübersicht der Ergebnisse aller Modellversuche 
 
 















        Ascorbinsäure II ↓ (↓) ↓ ↑↑ ↓ ↓↓↓ 
β-Karotin I ↓ ↓ ↓ (↑) ↓ ↓↓ 
Trolox (II) ↓↓↓ ↓↓ ↓ ↓↓ ↓ ↓↓↓ 
Referenz- 
substanzen 
Harnsäure ∅ ↓↓ (↓) ↑↑ ↓ ↓ ↓↓↓ 
        Gallussäure ∅ ↓↓ ↓↓↓ ↑↑ ↓↓ ↓↓ ↓↓↓ 
Kaffeesäure I ↓↓ ↓↓↓ ↑ ↓ ↓↓ ↓↓↓ 
Ferulasäure I ↓↓ ↓↓ ∅ ↓ ↓↓ ↓↓↓ 
    Phenol-  
    carbon- 
    säuren 
Chlorogensäure ∅ ↓↓↓ ↓↓↓ ↑↑ ↓↓ ↓↓ ↓↓↓ 
Flavon ∅  (↓)  ↓ ↓↓ ↑/↓ ↓ ↓ 
5-Hydroxyflavon ∅ ∅ ↑/↓ (↓) ↓ ↓ ↓↓ 
Chrysin (I) ↓↓↓ ∅ ↓↓↓ ↓↓ ↓ ∅ 
Apigenin II  ↓↓ ↑↑↑ (↓) ↓↓ ↓↓↓ ↓ 
Flavone 
Rutin ∅ ↓↓↓ ↓↓↓ ↑  ↓↓↓ ↓↓↓ ↓↓ 
3-Hydroxyflavon ∅ ↓↓↓ (↓) ∅ ↓↓ ↓  ↓↓↓ 
Kaempferol I ↓↓ ↓↓ ∅ ↓↓ ↓↓ ↓↓↓ 
Quercetin I ↓↓↓ ↓↓↓ ↓ ↓↓ ↓↓ ↓↓↓ 
Flavonole 
Myricetin I ↓ ↓↓↓ ↑ ↓↓ ↓↓ ↓↓↓ 
Daidzein ∅ ∅ (↑) ↓ ↓↓ ↓↓↓ ↓↓↓ Isoflavone 
Genistein ∅ ↓  ∅ ↓↓ ↓ ↓↓↓ ↓↓↓ 
Flavanone Naringenin II  ↓↓ (↓) ↓↓ ↓↓ ↓↓ ↓ 
Flavanole Catechin II ↓↓ ↓↓↓ ↑↑ ↓↓ ↓↓ ↓↓↓ 
Chalcone Curcumin I ↓ ↓↓↓ ↑ ↓↓↓ ↓↓↓ ↓↓↓ 
 
signifikante Reduktion    signifikante Steigerung 
1 mM Konzentration                  (↓)              1 mM Konzentration             (↑) 
0,1 mM Konzentration                   ↓   0,1 mM Konzentration              ↑ 
0,01 mM Konzentration                 ↓↓   0,01 mM Konzentration            ↑↑ 
0,001 mM Konzentration              ↓↓↓   0,001 mM Konzentration         ↑↑↑ 
 
nicht eindeutige Wirkung       ↑/↓                          kein Effekt   ∅ 
 




Bei der Metabolisierung von Fremdstoffen durch das Cyt P450 können freie Radikale 
entstehen, die meist nur von kurzer Lebensdauer sind (Superoxidradikalanionen (O2•−), 
Hydroxylradikale (HO•), Wasserstoffperoxid (H2O2) sowie reaktive Intermediate). ROS 
können eine Reaktionskette auslösen, die zur Bildung weiterer Radikale und zur 
Peroxidation von Lipiden, Proteinen und DNS und schließlich zur Zerstörung der Zelle 
führen kann (KLINGER 1995, OESCH 1994). Auf Grund der toxischen Wirkungen der freien 
Radikale ist es notwendig zu wissen, durch welche Substanzen ROS inaktiviert werden 
können. Unter diesem Gesichtspunkt wurden in der vorliegenden Arbeit verschiedene 
Pflanzen-Phenole mit den als Protektoren bekannten Vitaminen A, C und E sowie der 
Harnsäure verglichen. Es sollten mögliche prooxidative oder antioxidative Eigenschaften 
der Testsubstanzen herausgefunden werden. Dies erfolgte in vitro mittels unterschiedlicher 
Modellreaktionen. Die Mehrzahl der geprüften Substanzen zeigte hemmende 
Eigenschaften auf die Radikalbildung. Doch gab es in einigen Versuchsreihen auch 
Substanzen, die die Entstehung von ROS förderten. Die Stärke der gefundenen 
antioxidativen Eigenschaften bei den einzelnen Substanzen war abhängig vom jeweils 
verwendeten Modellversuch. Die Auswertung der Ergebnisse soll daher in zweierlei 
Hinsicht erfolgen. Zum einen ergaben sich in Abhängigkeit von der angewandten Methode 
bei den einzelnen Substanzen z. T. differente Testergebnisse, andererseits zeigten sich bei 
einigen Substanzen in Rahmen eines Modellversuchs ähnliche Effekte. Daher erweist es 
sich als sinnvoll, im Zusammenhang mit den verschiedenen Versuchergebnissen auch die 
unterschiedlichen Strukturen der Flavonoide zu berücksichtigen, um dadurch 
entsprechende Struktur-Wirkungs-Beziehungen erkennen zu können. Die gezielte Auswahl 
der untersuchten Pflanzen-Phenole, die verschiedenen Untergruppen angehören, 
ermöglichte eine differenzierte Bewertung der Untersuchungsergebnisse.  
Die Untersuchsergebnisse wurden vor allem an Rattenlebermikrosomen gewonnen. Da es 
z. T. Übereinstimmungen bei den am Fremdstoffwechsel beteiligten Cyt P450-Arten bei 
der Ratte und beim Mensch gibt (s. Tabelle 2), sind, mit gewissem Vorbehalt natürlich, die 






4.1. Einfluß der Prüfsubstanzen auf die Oxidase-Funktion des Cytochrom P450 
 
Hauptziel der vorliegenden Arbeit war die Klärung der Frage, ob die zu untersuchenden 
pflanzlichen Phenole die Oxidasefunktion des Cyt P450 beeinflussen und auf welche Art 
und Weise dies geschieht. Dabei sollte herausgefunden werden, in wieweit die 
untersuchten Testsubstanzen als Entkoppler des oxidativen Zyklus wirken und somit zur 
Bildung freier Radikale beitragen (=  prooxidative Eigenschaften) oder ob sie die Bildung 
freier Radikale während des Cyt P450-Reaktionszyklus reduzieren bzw. entstandene 
Radikale neutralisieren können (= antioxidative Eigenschaften). Die möglichen 
antioxidativen  Wirkungen der Testsubstanzen können einerseits durch „echte“ 
Radikalfängereigenschaften der jeweiligen Substanz verursacht sein oder aber andererseits 
durch eine Wechselwirkung der Substanz mit dem Cyt P450, und somit durch eine 
Hemmung der Oxidase-Funktion, hervorgerufen werden. 
 
4.1.1. NADPH/Fe2+-stimulierte Lipidperoxidation 
 
Neben der Reduktion des Cytochroms P450 kann die Cytochromreduktase auch in 
Anwesenheit von Eisensalzen und Nukleosidphosphaten Membranphospholipide 
peroxidieren (ELSTNER 1990). Die Peroxidation führt zur Zerstörung der 
Membranstrukturen. Dabei kommt es zur Freisetzung von MDA, welches mit Hilfe der 
Thiobarbitursäure-reaktiven Substanzen (TBARS) gemessen werden kann. Eine 
supprimierte Lipidperoxidation läßt auf Radikalfängereigenschaften der untersuchten 
Substanz bzw. eine Hemmung der Oxidase-Funktion des Cyt P450 durch die Testsubstanz 
schließen.  
Von den vier Referenzsubstanzen zeigten sowohl Trolox als auch die Harnsäure 
hemmende Eigenschaften, wobei sich dies insbesondere für Trolox deutlich nachweisen 
ließ. Das Ergebnis entspricht den Untersuchungen von MITCHELL et al. (1998). β-Karotin 
und Ascorbinsäure steigerten dagegen sogar die Radikalbildung.  
Mit Ausnahme von Flavon hemmten in diesem Modellversuch alle weiteren 
Pflanzenphenole die Lipidperoxidation. Flavon reduzierte nur in höchster Konzentration  
(1 mM) die Bildung von ROS. Die Flavonole Curcumin und Rutin hingegen unterdrückten 
die Radikalbildung auch noch signifikant bei der niedrigsten im Versuch angewandten 
Konzentation von 0,001 mM. Bei allen weiteren Prüfsubstanzen konnten Hemmungen der 
LPO bei Konzentrationen von 0,01 mM bzw. 0,1 mM aufgezeigt werden. Kaffeesäure 
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hemmte die Reaktion zwar nur in relativ hoher Konzentration, allerdings war das Ausmaß 
der Hemmung gegenüber den anderen Substanzen dieser Gruppe äußerst stark. Ähnliche 
Ergebnisse erzielten auch BORS et al. (1996) und MITCHELL et al. (1998) bei den 
Untersuchungen zur Lipidperoxidation mit Pflanzen-Phenolen. Insgesamt kann man sagen, 
daß alle Pflanzen-Phenole, wenn auch in unterschiedlicher Konzentration, in diesem 
Modellversuch zu einer Hemmung der LPO führten. Die Referenzsubstanzen hingegen 




Bei der schrittweisen Oxidation von Sauerstoff entsteht als zweites Zwischenprodukt 
Wasserstoffperoxid. Es fällt somit auch unter physiologischen Bedingungen als 
Nebenprodukt im Cyt P450-Zyklus an. Substanzen, die diesen Reaktionszyklus entkoppeln 
können und damit eine direkte Übertragung von zwei Elektronen auf  den molekularen 
Sauerstoff bewirken, führen zu einer Steigerung der H2O2-Bildung. Wasserstoffperoxid 
selbst kann dadurch die Quelle für das besonders toxische Hydroxylradikal (Fenton-
Reaktion) sein. Damit ist die gesteigerte H2O2-Bildung, als Folge des entkoppelten Cyt 
P450-Zyklus, potentiell zellschädigend.  
Die Auswertung der Versuchsergebnisse ergab ein sehr uneinheitliches Bild, sowohl bei 
den Referenzstoffen als auch innerhalb der untersuchten Pflanzen-Phenole.  
Die Vitamine C, A und E konnten bis zu einer Konzentration von 0,1 mM die H2O2-
Bildung hemmen, wobei für Ascorbinsäure und Trolox das Ausmaß der Hemmung 
deutlich stärker war. Auch die Untersuchungen von BUETTNER und JURKIEWICZ (1996) 
zeigten für Ascorbinsäure hemmende Einflüsse auf die H2O2-Bildung. Harnsäure hingegen 
bewirkte eine Steigerung der H2O2-Bildung bereits in niedrigster Konzentration. Gleiches 
gilt für die Gruppe der Hydroxybenzoesäure- und Hydroxyzimtsäurederivate (mit 
Ausnahme von Ferulasäure), für Myricetin, Rutin, Catechin und Curcumin.  
Ferulasäure, 3-Hydroxyflavon und Kaempferol beeinflußten die H2O2-Bildung nicht. Die 
Isoflavone Genistein und Daidzein sowie die vier Flavone (Flavon, 5-Hydroxyflavon, 
Chrysin, Apigenin) hemmten deutlich die Wasserstoffperoxid-Bildung, allerdings auch 
hier in konzentrationsabhängig unterschiedlichem Ausmaß. Von den Flavonolen 




4.1.3. Lucigenin- und Luminol-verstärkte Chemilumineszenz 
 
Mit Hilfe der Substanzen Lucigenin und Luminol wird die Ausbeute an Lichtimpulsen bei 
der Lumineszenzmessung verstärkt und zum Nachweis von O2•− in biologischen Systemen 
genutzt (FAULKNER und FRIDOVICH 1993). Dabei ist das Maß der NADPH/Fe2+ 
stimulierten Chemilumineszenz von der Proteinkonzentration, der Inkubationszeit, der 
Menge an zugegebenem NADPH und der Eisenkonzentration abhängig (KLINGER et al. 
1996, ROST et al. 1998-b). Da in der Literatur noch darüber diskutiert wird, welche 
Radikale durch Lm bzw. Lc nachgewiesen werden (FAULKNER und FRIDOVICH 1993, 
KLINGER et al. 1996, MÜLLER-PEDDINGHAUS und WURL  1987), sollten die Ergebnisse der 
Lm-CL und der Lc-CL immer im Zusammenhang mit den Versuchsdaten der anderen 
Modellmethoden gesehen werden.  
Die Messung der Lm-CL ließ, bis auf zwei Ausnahmen (5-Hydroxyflavon und Daidzein), 
erkennen, daß alle Pflanzen-Phenole die Radikalbildung hemmen. Bei den Referenzstoffen 
war beim Trolox die Inhibition am stärksten ausgeprägt, gefolgt von der Harnsäure.  
Chlorogensäure, Chrysin, 3-Hydroxyflavon, Quercetin und Rutin inhibierten den 
Reaktionsablauf ebenso stark wie Trolox. Eine Rangfolge der einzelnen Gruppen der 
Pflanzen-Phenole in Abhängigkeit von ihrer Struktur ließ sich nicht festlegen. Es gab bei 
den Substanzen stets konzentrationsabhängig unterschiedlich starke Effekte, so daß keine 
Struktur-Wirkungs-Beziehungen aufgezeigt werden konnten. 
Ähnliche Ergebnisse wurden bei den Messungen der Lc-CL erzielt. Wobei hier allerdings 
drei Substanzen, Apigenin, 5-Hydroxyflavon und Daidzein, die Radikalbildung förderten. 
Apigenin und 5-Hydroxyflavon, beide aus der Gruppe der Flavone, induzierten die 
Bildung von Radikalen auch noch in der geringsten angewandten Konzentration. Eine 
Hemmung der Lc-CL konnte für 5-Hydroxyflavon nur bei der höchsten Konzentration von 
1 mM gemessen werden.  
Die Referenzsubstanzen zeigten ebenfalls hemmende Wirkungen: am stärksten wieder 
beim Trolox ausgeprägt, gefolgt vom β-Karotin.  
Genistein und Chrysin hatten keinen Einfluß auf die Lc-CL. Alle Flavonole und 
Phenolcarbonsäuren sowie Rutin, Catechin und Curcumin unterbanden signifikant die 
Radikalbildung, teilweise bereits bei höchster Verdünnung. Auch Flavon und Naringenin 
wirkten in diesem Versuch antioxidativ, wenn auch nur in höheren Konzentrationen (0,1 
mM bzw. 1 mM).  
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4.2. Einfluß der Prüfsubstanzen auf die Luminol- verstärkte Chemilumineszenz im 
       Rattenvollblut 
   
Zum Nachweis möglicher Scavenger-Eigenschaften der untersuchten Substanzen wurde als 
eine weitere Modellreaktion die Luminol-verstärkte Chemilumineszenz im Rattenvollblut 
durchgeführt. Im Gegensatz zu den bisher beschriebenen Untersuchungen wird hier die 
Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies nicht durch das Cyt P450 vermittelt, sondern eine 
NADPH-Oxidase ist als radikalproduzierendes Enzym an der Reaktion beteiligt.  
Deshalb könnten „echte“ Radikalfängereigenschaften bei den Substanzen als 
wahrscheinlicher Wirkungsmechanismus vermutet werden,  bei denen sich sowohl bei der 
Messung der VB-CL als auch bei der Bestimmung der LPO, der H2O2-Bildung, der Lm-
CL und der Lc-CL signifikante Hemmeffekte ergeben. 
Durchweg für alle geprüften Substanzen konnten hemmende Einflüsse auf die VB-CL 
nachgewiesen werden. Unterschiede waren lediglich in den effektiv wirksamen 
Konzentrationen zu sehen.  
Die beiden Isoflavone sowie Apigenin, Rutin und Curcumin inhibierten die Reaktion 
bereits in niedrigster Konzentration. Chrysin und 3-Hydroxyflavon hemmten die VB-CL 
zwar auch in höchster Verdünnung, absolut gesehen war diese Hemmung aber nur gering.  
Ascorbinsäure verminderte die VB-CL nur in höheren Konzentrationen (0,1 mM und 1 
mM), allerdings war der Hemmeffekt prozentual relativ stark ausgeprägt.  
Von den Referenzstoffen hemmten die Vitamine in einer Konzentration ab 0,1 mM. Bei 
Harnsäure war degegen eine Konzentration von 1 mM notwendig. 
In diesem Modellversuch zeigte sich ganz deutlich, daß die überwiegende Anzahl der 
geprüften Pflanzenphenole, im Vergleich zu den Vitaminen, einen stärkeren hemmenden 
Einfluß auf die Radikalbildung hatte. In den von LIMASSET et al. (1999) vorgenommenen 
Chemilumineszenz-Messungen an menschlichen Leukozyten konnten ebenfalls für alle 18 








4.3. Einfluß der Prüfsubstanzen auf die Lucigenin-verstärkte Chemilumineszenz im 
       Xanthinoxidase-System 
 
Auch bei dieser Modellreaktion steht die Bildung der Radikale ebenfalls nicht im 
Zusammenhang mit dem Cyt P450-Reaktionszyklus. Damit ergibt sich eine zusätzliche 
Möglichkeit zur Beurteilung der prooxidativen / antioxidativen Eigenschaften der 
geprüften Pflanzen-Phenole. Es können mit hoher Wahrscheinlichkeit „echte“ 
Radikalfängereigenschaften bei den Substanzen angenommen werden,  bei denen sich 
sowohl bei den Messungen der CL im XO-System und der VB-CL als auch bei der LPO, 
der H2O2-Bildung, der Lm-CL und der Lc-CL signifikante Hemmeffekte ergeben. 
Prinzipiell bestätigten die Ergebnisse der CL-Messung im XO-System die der VB-CL-
Untersuchungen. Eine Ausnahme bildete in diesem Versuchsansatz lediglich Chrysin, das 
keinen Einfluß auf die Radikalbildung ausübte. Alle anderen Prüfsubstanzen hemmten 
deutlich, wenn auch in unterschiedlicher Konzentration, die Bildung der 
Reaktionsprodukte. Ebenfalls deutliche Hemmungen auch in niedrigen Konzentrationen 
ergaben die Untersuchungen zur XO-Hemmung durch Flavonoide von CIMANGA et al. 
(2001) und NAGAO et al. (1999). Allerdings erfolgten bei letzterem die Messungen mittels 
HPLC und auch Chrysin hemmte die Reaktion.   
Für die Referenzstoffe konnten in diesem Versuch, der CL-Messung im XO-System, 
überwiegend stark hemmende Eigenschaften gefunden werden.  
Sieht man die hier gewonnenen Untersuchungsergebnisse im Zusammenhang mit denen 
der anderen Versuche, so kann man schlußfolgern, daß alle Prüfsubstanzen antioxidative 
Eigenschaften besitzen. Diese sind allerdings, in Abhängigkeit von der eingesetzten 
Konzentration, unterschiedlich stark ausgeprägt. Es gibt demnach keine Substanz, die 
ausschließlich radikalbildend wirkte. Bei mindestens vier der insgesamt sechs 
verschiedenen Modellversuche, die pro Substanz durchgeführt wurden, konnte für alle 
Substanzen eine signifikante Hemmung der Bildung von ROS gemessen werden. Diese 
Ergebnisse unterstreichen die Bedeutung der Aktionen der DGE zum Gesundheitsschutz, 
die nachhaltig den regelmäßigen Verzehr von Obst und Gemüse empfiehlt (DGE special 







4.4. Spektrales Bindungsverhalten der Prüfsubstanzen 
 
Mit Hilfe dieser Untersuchung sollte herausgefunden werden, ob die jeweilige 
Testsubstanz am Cyt P450 bindet. Bei einer Bindung an das Cyt P450 könnte davon 
ausgegangen werden, daß die Substanz direkten Einfluß auf die Biotransformation anderer 
Stoffe nehmen kann. Weiterhin würde eine Interaktion mit dem Cyt P450 einen Hinweis 
darauf geben, daß die untersuchte Substanz auch mit der Oxidase-Funktion des Cyt P450 
interagieren könnte, was eine geringere Produktion von Radikalen zur Folge hätte. Eine 
Substanz, die alle untersuchten Reaktionen hemmt, kann theoretisch sowohl echte 
Scavenger-Eigenschaften haben als auch die Oxidase-Funktion hemmen. 
Von den vier Referenzsubstanzen bindet nur Ascorbinsäure an das Cyt P450. Für 
Harnsäure, Trolox und β-Karotin kann keine so eindeutige Aussage zum 
Bindungsverhalten gemacht werden.  
Auch von den 18 Pflanzenphenolen, konnte nur für die Hälfte der Substanzen eine 
Bindung eindeutig nachgewiesen werden. Zu keiner Bindung an das Cyt P450 kam es bei 
Gallussäure, Chlorogensäure, Flavon, 5-Hydroxyflavon, Chrysin, 3-Hydroxyflavon, Rutin, 
Daidzein und Genistein. Für diese Pflanzenphenole und Referenzstoffe erscheinen 
Scavenger-Eigenschaften im eigentlichen Sinne wahrscheinlicher. Da in unseren 
Untersuchungen keine Interaktion mit dem Cyt P450 erfolgte und demzufolge auch kein 
Einfluß auf die Biotransformation anderer Substanzen zu erwarten ist, wären diese 
Prüfsubstanzen für einen prophylaktischen oder auch therapeutischen Einsatz besonders 
geeignet. Auch die Ergebnisse anderer Untersuchungen, insbesondere mit den Isoflavonen 
Daidzein und Genistein zeigten, daß durch diese beiden Substanzen keine Bindung an das 
Cyt P450 erfolgte (KISHIDA et al. 2000, SHERTZER et al. 1999). Selbst bei Verabreichung 
von Flavonoiden (Chrysin und Genistein) in hoher Dosierung waren die Wirkungen auf 




Abschließend sollen die verschiedenen Stoffgruppen untereinander verglichen werden, um 
darzustellen, inwieweit deren unterschiedliche chemische Struktur einen Einfluß auf die 
Testergebnisse und damit auch auf  Radikalfänger- / Scavengereigenschaften der 
Prüfsubstanzen ausübt. 
 77
Bei den Phenolcarbonsäuren ergibt sich ein recht einheitliches Bild. Insbesondere bei den 
Modellversuchen zur CL und der LPO konnten durchweg Inhibitionen gemessen werden. 
Bei allen Modellversuchen mit CL-Messungen waren signifikante Hemmungen bei 
Konzentrationen von 0,01 mM, teilweise bereits ab 0,001 mM meßbar. Am stärksten 
waren die hemmenden Eigenschaften bei der XO vermittelten CL und der Lc-CL 
nachweisbar. Nicht ganz so starke, aber dennoch signifikante Hemmwirkungen konnten 
bei der Bestimmung der LPO gemessen werden. Hier wurden signifikante Hemmungen bei 
der Bildung des Reaktionsproduktes durchweg bei Substanzkonzentrationen von 0,1 mM 
und 0,01 mM beobachtet. Im Versuch zur H2O2-Bildung zeigte die Ferulasäure keinerlei 
Einfluß. Die anderen drei Phenolcarbonsäuren induzierten die Bildung von 
Wasserstoffperoxid bis zu einer Verdünnung von 0,01 mM (Gallussäure und 
Chlorogensäure) bzw. 0.1 mM (Kaffeesäure). Von den vier untersuchten 
Phenolcarbonsäuren ist eindeutig die Chlorogensäure die Substanz mit den stärksten 
antioxidativen Eigenschaften, gefolgt von der Gallussäure. Für Kaffee- und Ferulasäure, 
beides Derivate der Zimtsäure, konnten ebenfalls antioxidative Eigenschaften 
nachgewiesen werden, deren Stärke aber etwas niedriger war. 
Ein nicht ganz so homogenes Bild ergeben die Untersuchungsergebnisse der Flavone, 
wenngleich auch hier die hemmenden Eigenschaften überwiegen. Im Gegensatz zu den 
Phenolcarbonsäuren konnten mit vier dieser Substanzen (Ausnahme Rutin) bei der H2O2-
Bildung signifikante Hemmungen erzielt werden; am stärksten bei Chrysin (0,001 mM), 
etwas weniger bei Flavon (0,01 mM) und nur noch bei Konzentrationen von 1 mM bei 5-
Hydroxyflavon und Apigenin. Die Ergebnisse VB-CL ergaben für alle fünf Flavone 
hemmende Einflüsse. Besonders starke Inhibitionen konnten für Apigenin und Rutin 
gemessen werden, die bereits eine signifikante Hemmung bei einer Konzentration von 
0,001 mM zeigten. Auch die Modellversuche Lm-CL, XO-CL und die LPO ergaben 
überwiegend Ergebnisse, die für eine Inhibition durch die Flavone sprachen. Allerdings 
war stets mindestens eine Substanz dieser Gruppe in jedem Versuch dabei, die entweder 
keinerlei Einfluß auf die Bildung der Reaktionsprodukte nahm oder diese sogar förderte. 
Bei der Lm-CL Messung traf dies für 5-Hydroxyflavon zu,  bei der Lc-CL Messung 
ebenfalls für 5-Hydroxyflavon und für Chrysin, bei der Bestimmung der LPO für Flavon 
und bei der XO-CL Messung wieder für Chrysin. Eine signifikante Steigerung der 
Radikalbildung bereits bei niedrigster Konzentration ergaben die Lc-CL-Messungen für 
Apigenin. Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zu den zum Teil stark hemmenden 
Einflüssen von Apigenin bei allen anderen Modellversuchen. Rutin, Apigenin und Chrysin 
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wiesen gegenüber Flavon und 5-Hydroxyflavon im allgemeinen deutlich stärkere 
antioxidative Eigenschaften auf. Diese Ergebnisse kann man auf die zunehmende Zahl von 
Hydroxylgruppen am Grundgerüst zurück führen. Damit würde bestätigt, daß die Anzahl 
von Hydroxylgruppen positiv korreliert mit möglichen Radikalfängereigenschaften der 
untersuchten Substanzen. Dies gilt sowohl für die Bindungsstellen am A-Ring (besonders 
an den Positionen 5 und 7), als auch am B-Ring.  Auch  Untersuchungen von BORS et al. 
(1996),  BORS und MICHEL (1999) sowie NIELSEN et al. (1998) bestätigen diese positive 
Korrelation.  
Rutin, als einzige der untersuchten Substanzen mit einem Zuckerrest an der Position C3, 
hemmte in vier Modellversuchen (Lm-CL, Lc-CL, VB-CL, LPO) signifikant die Bildung 
der Reaktionsprodukte bereits bei niedrigster Konzentration. Bei der XO-CL konnte für 
Rutin eine Hemmung schon bei einer Konzentration von 0,01 mM gemessen werden. 
Lediglich im Versuch zur H2O2-Bildung förderte Rutin die Bildung von 
Wasserstoffperoxid bei Verdünnungen von  ≥ 0,1 mM. Diese positiven antioxidativen 
Eigenschaften von Rutin stimmen überein mit den Untersuchungen von BEAR und TEEL 
(2000). 
Noch stärker kommt die Korrelation zwischen Anzahl der Hydroxylgruppen und 
Scavengereffekten bei den Flavonolen zum Ausdruck. Ihr Reaktionsverhalten war ähnlich 
dem der Phenolcarbonsäuren. Alle Versuche zur CL-Messung und die Bestimmung der 
LPO zeigten signifikante Hemmungen. Nur Quercetin hemmte die H2O2-Bildung und war 
damit die einzige Substanz in dieser Gruppe, bei der in allen sechs Versuchen inhibierende 
Eigenschaften nachgewiesen werden konnten. Für Quercetin, Myricetin und Kaempferol 
konnte auch eine Bindung an das Cyt P450 vom Typ I gezeigt werden. Im Vergleich zu 
den Flavonen zeigte sich deutlich, daß die Hydroxylgruppe in der Position C3 
entscheidend für die Ausprägung der antioxidativen Eigenschaften ist. Die Bedeutung der 
Hydroxylgruppe an dieser Position bestätigen auch die Ergebnisse von anderen 
Untersuchern (BURDA und OLESZEK 2001, CIMANGA et al. 2001, HEIJNEN et al. 2001, 
HEILMANN et al. 2000, NOROOZI et al. 1998, PIETTA 2000). Gleichzeitig werden durch 
mehrere Hydroxylgruppen am B-Ring diese Eigenschaften noch verstärkt, insbesondere an 
den Positionen A7 und A5. Vergleicht man die Untersuchungsergebnisse von Quercetin 
und Rutin, so ergeben sich nur geringfügige Unterschiede. Strukturell unterscheiden sich 
diese beiden Substanzen nur dadurch, daß beim Rutin an der Position C3, anstelle der 
Hydroxylgruppe,  ein Zuckerrest gebunden ist.  
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Die beiden Isoflavone Daidzein und Genistein hemmten in den Modellversuchen zur VB-
CL und XO-CL stark die Radikalbildung (ab 0,001 mM). Die Messung der LPO und der 
H2O2-Bildung ergaben zwar auch bei diesen beiden Substanzen signifikante Hemmungen, 
aber nur bei Konzentrationen von 0,01 mM bzw. 0,1 mM. Eine Bindung an das Cyt P450 
gingen diese beiden Prüfsubstanzen nicht ein. Die Lc-CL wurde durch Genistein nicht 
beeinflußt; dagegen führte Daidzein zu einer Zunahme der Lc-CL. Es hatte aber 
andererseits keinen Einfluß auf die Lm-CL. Insgesamt entsprechen die antioxidativen 
Eigenschaften der Isoflavone in etwa denen der Flavone. Die Bindung des B-Ringes an der 
Position C2, wie bei den Flavonen, oder an der Position C3 bei den Isoflavonen hat 
offensichtlich keine wesentlichen Änderungen im antioxidativen Verhalten zur Folge. 
Damit wären die ähnlichen Reaktionsmuster erklärbar. 
Naringenin, als Vertreter der Flavanone, zeigte zwar ebenso wie das Flavonol Quercetin, 
hemmende Einflüsse auf alle Modellversuche, wobei aber die Hemmungen meistens erst 
bei einer höheren Konzentrationsstufe auftraten als beim Quercetin. Naringenin besitzt 
zwar 3 Hydroxylgruppen an den Positionen 4’, 5 und 7, kann aber in seinen antioxidativen 
Eigenschaften eher mit den Flavonen verglichen werden (BEAR und TEEL 2000). 
Aus der Gruppe der Flavanole und der Chalcone wurde jeweils nur eine Substanz 
untersucht. Mit Ausnahme der H2O2-Bildung wurden bei allen anderen Versuchen für 
beide Substanzen signifikante Hemmungen der Radikalbildung gefunden. Curcumin 
inhibierte die Reaktionen Lc-CL, VB-CL, XO-CL und LPO selbst bei niedrigsten 
Verdünnungsstufen (0,001 mM). Beim Catechin fanden wir ähnliche Ergebnisse. Catechin 
und Curcumin entsprechen in ihrer antioxidativen Wirksamkeit den Flavanolen. Auch 
besitzen beide Substanzen eine Hydroxylgruppe an der Position C3. Diese Hydroxylgruppe 
am C3-Atom nimmt eine Schlüsselposition für die Stärke der antioxidativen Eigenschaften 
der Flavonoide ein.  
Von den untersuchten Pflanzen-Phenolen besitzen die Flavonole, insbesondere Quercetin, 
und die Phenolcarbonsäuren sowie Rutin, Catechin und Curcumin die stärksten 
antioxidativen Eigenschaften. Auch bei den Untersuchungen von MAKRIS und ROSSITER 
(2001), PULIDO et al. (2000) und SUGIHARA et al. (1999) erwies sich Quercetin als stärkstes 
antioxidativ wirkendes Flavonol in allen Versuchen. 
Flavone, Isoflavone und das Flavanon Naringenin waren auch deutlich antioxidativ 
wirksam, allerdings verglichen mit den anderen Substanzen weniger stark. In den 
Veröffentlichungen von PULIDO et al. (2000), PIETTA (2000), SAWA et al. (1999) und 
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SILVA et al. (2000) wird ebenfalls den Phenolen eine stärkere antioxidative Wirksamkeit 
gegenüber den Vitaminen A, C und E bescheinigt.  
Sieht man sich die Ergebnisse der als Referenzsubstanzen verwendeten Vitamine sowie der 
Harnsäure in der vorliegenden Arbeit an, ergibt sich, daß die Chemilumineszenz durch alle 
vier Substanzen, wenn auch in unterschiedlicher Stärke gehemmt wird. Insgesamt läßt sich 
sagen, daß die Scavengerfunktion der Referenzsubstanzen geringer ausgeprägt ist als die 
der Pflanzen-Phenole, d. h. die zur Hemmung notwendigen Konzentrationen liegen 
durchweg höher. β-Karotin und Vitamin C steigerten sogar die Lipidperoxidation. 
Allerdings ergaben alle weiteren Modellversuche für Ascorbinsäure hemmende Effekte 
bezüglich der Radikalbildung. Die Meßwerte für Trolox ergaben in den sechs 
Modellversuchen immer eine Verminderung der Radikalbildung. Damit waren die 
Ergebnisse deutlich besser in Bezug auf die antioxidative Wirksamkeit als bei 
Ascorbinsäure, β-Karotin und Harnsäure. Auch die Untersuchungen von BÖHM und   
BITSCH (1999) machten die höhere antioxidative Aktivität von Früchten und daraus 
hergestellten Erzeugnissen gegenüber den Vitaminen A und E deutlich.  
 
Dem Zusammenhang zwischen Krankheit und Ernährung wird seit vielen Jahren immer 
mehr Aufmerksamkeit geschenkt. Dies trifft besonders für Zivilisationskrankheiten wie 
beispielsweise Adipositas, Herz-Kreislauf-Erkrankungen oder Krebs zu. Man weiß, daß 
Nahrungsmittel aufgrund ihres Gehaltes an spezifischen Stoffen die Gesundheit und das 
Wohlbefinden der Menschen positiv beeinflussen. Die Kenntnisse darüber, in welcher Art 
diese Wirkstoffe helfen können, Krankheiten zu lindern oder gar zu verhindern, nehmen 
ständig zu. Mit der vorliegenden Arbeit sollte dazu ein weiterer Beitrag geleistet werden. 
Sekundäre Pflanzenstoffe haben nachweislich neben Vitaminen, Mineralien und 
Ballaststoffen eine gesundheitsfördernde Wirkung.  
Die Untersuchungsergebnisse dieser Arbeit konnten eindeutig zeigen, daß insbesondere die 
Pflanzen-Phenole gute antioxidative Eigenschaften besitzen. Vergleiche der einzelnen 
Untergruppen der Flavonoide zeigten deutlich, daß eine Hydroxylgruppe an der Position 
C3 entscheidend für die Ausprägung der antioxidativen Eigenschaften ist. Diese 
Hydroxylgruppe am C3-Atom nimmt eine Schlüsselposition für die Stärke der 
antioxidativen Eigenschaften der Flavonoide ein. Außerdem korreliert die Anzahl von 
Hydroxylgruppen positiv mit den Radikalfängereigenschaften der untersuchten 
Substanzen. Dies gilt sowohl für die Bindungsstellen am A-Ring (besonders an den 
Positionen 5 und 7), als auch am B-Ring.   
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Spezielle Empfehlungen über Zufuhrmengen zu einzelnen untersuchten Substanzen lassen 
sich allerdings nicht machen. Die isolierte Aufnahme von „sekundären“ Pflanzenstoffen 
als Nahrungsergänzungsmittel (z. B. in Form von Tabletten) ist nicht empfehlenswert, da 
die protektiven Wirkstoffe der Frucht- und Gemüsesorten ihre Wirksamkeit im natürlichen 
Verbund aller Inhaltsstoffe synergistisch entfalten (RENKAWITZ 1999). Es ist vielmehr 
wichtig, die gesamte Ernährungsweise auf viel frisches Obst und Gemüse umzustellen. 
Fünfmal am Tag eine Portion Obst oder Gemüse, verbunden mit einer gezielten 
Nahrungsmittelauswahl, schafft gute Voraussetzungen, Krankheitsrisiken zu vermindern 
und die Lebensqualität auch im Alter zu verbessern. Ein Zuviel scheint es hier nicht zu 
geben, zumal der gesundheitsfördernde Effekt nicht in der einzelnen Substanz liegt, 







Es ist bekannt, daß einige Nahrungsmittel auf Grund ihres Gehaltes an spezifischen 
Wirkstoffen fördernde Effekte auf das physische und psychische Wohlbefinden ausüben 
können. Zu den wichtigsten potentiell nützlichen Wirkstoffen zählen die „sekundären 
Pflanzenstoffe“. Unter diesem Begriff werden über 100.000 Substanzen zusammengefaßt, 
einige Tausend davon sind Bestandteil unserer Nahrung. Der größte Teil davon sind 
phenolische Verbindungen. Die antioxidative Aktivität vieler Pflanzen-Phenole ist oft 
höher als die der bekannten antioxidativ wirkenden Vitamine E und C.  
Ausgehend von den bereits nachgewiesenen Radikalfängereigenschaften der Vitamine A, 
C und E sowie der Harnsäure sollte in der vorliegenden Arbeit untersucht werden, ob 18 
Pflanzen-Phenole in Abhängigkeit von der eingesetzten Methode unterschiedliche 
antioxidative/prooxidative Eigenschaften aufweisen.  
Den Hauptanteil der vorliegenden Arbeit nahmen Versuche zur Cyt P450 vermittelten 
Oxidase-Funktion mit Rattenlebermikrosomen ein: 
- die stimulierte Lipidperoxidation, 
- die Wasserstoffperoxidbildung, 
- die Luminol-verstärkte Chemilumineszenz und 
- die Lucigenin-verstärkte Chemilumineszenz. 
Des weiteren wurde der Einfluß der Substanzen auf in vitro-Modellsysteme ermittelt, bei 
denen die Radikalbildung unabhängig vom Cyt P450-Zyklus erfolgte: 
- die Messung der Luminol-verstärkten Vollblutchemilumineszenz bei der Ratte und  
- die Messung der Lucigenin-verstärkten Chemilumineszenz im Xanthinoxidase-System. 
 
Bei der Auswahl der verschiedenen Pflanzen-Phenole sind strukturelle Unterschiede ganz 
bewußt berücksichtigt worden. In einigen Untergruppen der Flavonoide wurden deshalb 
mehrere Substanzen mit unterschiedlicher Anzahl von OH-Gruppen an verschiedenen 
Positionen getestet, um eventuell Rückschlüsse über besonders günstige Konstellationen zu 
ziehen und um damit bestimmte Struktur-Wirkungs-Beziehungen aufdecken zu können.  
Alle Prüfsubstanzen, sowohl die Pflanzen-Phenole als auch die Referenzstoffe 
(Ascorbinsäure, β-Karotin, Trolox und Harnsäure), zeigten bei den o. g. Modellversuchen 
deutliche antioxidative Eigenschaften. In mindestens vier von sechs Versuchen konnten bei 
jeder der 18 Prüfsubstanzen hemmende Einflüsse auf die Radikalbildung nachgewiesen 
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werden, wobei das Ausmaß der Hemmwirkung in den verschiedenen Modellversuchen in 
Abhängigkeit von der jeweiligen Substanz unterschiedlich ausgeprägt war.  
„Echte“ Radikalfängereigenschaften könnten bei den Substanzen als wahrscheinlicher 
Wirkungsmechanismus vermutet werden, bei denen sich sowohl bei der Messung der VB-
CL und /oder XO-CL als auch bei der LPO, der H2O2-Bildung, der Lm-CL und der Lc-CL 
signifikante Hemmeffekte bezüglich der Radikalbildung ergaben. Für alle Substanzen 
konnten hemmende Einflüsse auf die VB-CL und XO-CL nachgewiesen werden. 
Weiterhin konnten deutlich hemmende Effekte bei den Untersuchungen zur Lm-CL und 
Lc-CL für fast alle Pflanzen-Phenole dokumentiert werden. Die Stoffe unterschieden sich 
lediglich in Bezug auf die Wirkungsstärke. Es zeigte sich ganz deutlich, daß die 
Pflanzenphenole, im Vergleich zu den Referenzsubstanzen, einen deutlich  stärkeren 
Scavengereffekt hatten. 
Insgesamt läßt sich schlußfolgern, daß alle Prüfsubstanzen antioxidative Eigenschaften 
besitzen. Es ist zu vermuten, daß dies wahrscheinlich „echte“ Scavengereigenschaften 
sind, da die VB-CL und die XO-CL im Hinblick auf die Radikalbildung gehemmt wurden. 
Durch Untersuchung des spektralen Bindungsverhaltens der Prüfsubstanzen am Cytochrom 
P450 konnte festgestellt werden, ob die Substanzen in der Lage sind, die Biotransformation 
anderer Stoffe zu beeinflussen bzw. ob sie mit der Oxidase-Funktion des Cyt P450 
interagieren. Für Substanzen, die keine Bindung eingehen, aber dennoch die Oxidase-
Modellreaktionen hemmen, wäre anzunehmen, daß sie „echte“ Scavengereigenschaften 
besitzen. Von den vier Referenzsubstanzen bindet nur Ascorbinsäure an das Cyt P450. Von 
den 18 geprüften Pflanzenphenolen, konnte nur für 9 Substanzen eine Bindung 
nachgewiesen werden (Kaempferol, Quercetin, Myricetin, Curcumin, Kaffeesäure, 
Ferulasäure, Apigenin, Naringenin und Catechin).  
Unter den Pflanzenphenolen befand sich keine Substanz, die ausschließlich prooxidativ 
wirkte. Die stärksten Effekte zeigten sich bei der Messung der XO-CL. Am wenigsten 
aussagekräftig waren die Versuche zur H2O2-Bildung.  
Die Vitamine A und C sowie die Harnsäure zeigten ähnliche antioxidative Eigenschaften 
wie die Flavone. Nur das Vitamin E-Analogon Trolox erwies sich unter den 
Referenzsubstanzen als wirksamerer Scavenger. Insgesamt waren die Phenolcarbonsäuren 
und die Flavonole am besten antioxidativ wirksam. Diese bessere Wirksamkeit läßt sich 
folgendermaßen erklären: Mehrere Hydroxylgruppen am Grundgerüst wirkten sich günstig 
aus auf die Stärke der reduzierenden Wirkung; insbesondere eine Hydroxylgruppe an der 
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